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Sommario
Il seguente elaborato tratta dell’analisi sperimentale della cinetica del processo di dige-
stione anaerobica di microalghe unicellulari. L’interesse per questo tipo di substrato sta
seguendo un trend crescente già da qualche anno e si stanno compiendo molti studi per
migliorare ed ottimizzare l’utilizzo di questa “nuova” risorsa.
Dopo una panoramica generale sull’utilizzo delle microalghe nella realtà industriale,
l’elaborato verterà prima sulla descrizione del processo di digestione anaerobica, poi sul-
l’aspetto cinetico del processo stesso. Durante il periodo di tirocinio sono state eettuate
3 prove di digestione anaerobica della durata di circa 2 mesi ognuna per monitorare la
curva di sviluppo di metano e calcolare il potenziale di produzione di metano (BMP) per
le condizioni di digestione analizzate.
Le tre prove di digestione sono state eettuate variando parametri di processo come
il rapporto carbonio/azoto, il rapporto inoculo/substrato e la concentrazione di substra-
to inserito nel reattore. Le prove sperimentali eettuate durante il tirocinio sono state
utilizzate prima di tutto per dare una caratterizzazione delle prestazioni del processo in
termini di potenziale metanigeno BMP, osservando quali condizioni operative possono da-
re risultati migliori. In secondo luogo i dati sperimentali di produzione di metano sono
stati utilizzati per analizzare la cinetica di digestione anaerobica.
Per un modello cinetico semplice, quale la cinetica di crescita batterica di Monod, si
cercherà di estrapolare dei parametri cinetici che consentano, in prima approssimazione,
di descrivere l’andamento della curva di sviluppo di metano una volta fornite le condizioni
a contorno del problema.
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Capitolo 1
Introduzione
Al giorno d’oggi, è chiaro che la società abbia bisogno di una fonte alternativa di energia.
La generazione di energia ha origine ancora per l’80% da combustibili fossili (Goldem-
berg, Johansson et al. 2004). Le riserve sono limitate e la loro combustione porta alla
produzione di gas serra. Le nuove fonti di energia sostitutive dovrebbero essere rinnova-
bili e avere un bilancio di carbonio o neutro o negativo. In questo aspetto, la bioenergia,
ovvero l’energia prodotta dalle biomasse, può essere vista come una delle opzioni chiave
per raggiungere l’indipendenza energetica dai combustibili fossili.
Negli ultimi decenni è cresciuto l’interesse dell’utilizzo delle microalghe come biomassa
per ricavare combustibili liquidi e gassosi, questo perché hanno la caratteristica di ssare
la CO2 atmosferica con un’ecienza di gran lunga superiore alle piante terrestri, permet-
tendo così di avere la stessa resa ma con meno spazio dedicato alla coltivazione di questa
biomassa.
Le microalghe sono organismi eucarioti fotosintetici unicellulari o pluricellulari. Le
specie di alghe sono molto numerose e diversicate e si suddividono in due grandi
categorie:
• Le microalghe sono specie unicellulari che vivono sospese (toplancton) o ssate ad
un substrato (microtobenthos) e quindi si classicano in solitarie o coloniali:
• Le macroalghe sono invece organismi pluricellulari, di dimensioni solitamente ma-
croscopiche.
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In base ad uno studio eettuato da Chisti et al. (Chisti et al. 2007), le microalghe appaiono
essere l’unica risorsa di biodiesel che ha il potenziale di rimpiazzare completamente i
combustibili fossili. La velocità di crescita delle microalghe è molto elevata: possono
raddoppiare la loro biomassa in 24 h ed inoltre possono essere molto ricche di olio, come
dimostra la tabella 1.1.
Tabella 1.1: Contenuto di olio su base secca di alcune specie di microalghe (Chisti et al.
2007).
Specie Contenuto olio [% dry]
Botryococcus braunii 25 - 75
Chlorella 28 - 32
Crypthecodinum cohnii 20
Cylindroteca 16 - 37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis 25 - 33
Monallanthus > 20
Nannochloris 20 - 35
Nannochloropsis 31 - 68
Neochloris oleoabundans 35 - 54
Nitzchia 45 - 47
Phaeodactylum tricornutum 20 - 30
Schichytrium 50 - 77
Tetraselmis sueica 15 - 23
La crescita delle microalghe, opportunamente favorita da sali minerali nutritivi, luce
e anidride carbonica, è notevolmente più rapida di quella delle piante terrestri, inoltre
l’ecienza di cattura dell’anidride carbonica è approssimativamente 1600
gC
m2 · y contro
i 460
gC
m2 · y per le piante terrestri (Hughes et al. 2012). Ciò rende le microalghe parti-
colarmente idonee per l’assorbimento della CO2 atmosferica, per la produzione di bio-
combustibili, per la depurazione di reui civili e agro-zootecnici e per la produzione di
biomolecole ad alto valore aggiunto.
L’utilizzo delle alghe come fonte energetica comporta una serie di argomenti positivi,
che comprendono:
• Le scarse esigenze per la coltivazione delle alghe, che possono crescere anche in
acque salate e acque di scarto (reue);
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• Minor quantitativo di acqua necessaria alla crescita rispetto alle coltivazioni terrestri;
• Possibilità di utilizzare terreni non arabili, cosa che scongiura la competizione delle
colture algali con colture per la produzione di cibo;
• Assorbimento della CO2 durante la crescita, con possibile integrazione in impianti
di cattura e stoccaggio del carbonio (CCS) per l’utilizzo dell’anidride carbonica;
• Ecienza maggiore della fotosintesi delle alghe rispetto a quella delle piante terrestri,
con conseguente maggiore produttività.
Un particolare interesse è volto allo sfruttamento delle alghe per la produzione di
energia e riguarda l’estrazione dei lipidi in esse contenuti per la produzione di biodiesel e
la digestione anaerobica. In quest’ultimo caso il substrato può essere costituito dalle alghe
tal quali oppure dal residuo derivante dal processo di estrazione dei lipidi. Le principali
liere per la conversione energetica delle alghe sono dunque quella per la produzione di
biodiesel e quella del biogas, con possibilità di una integrazione fra le due.
1.1 Aspetti Biochimici delle Microalghe
Le microalghe sono degli organismi eucarioti che possono essere annoverati tra le pian-
te primitive, esse hanno la capacità, a seconda della specie, di ricevere sostentamento
dalla fotosintesi clorolliana (autotrofe) o anche dalla presenza di nutrienti nell’ambiente
circostante (mixotrofe).
Le microalghe sono costituite da alcune grandi categorie di macromolecole e altri
biocomposti, che verranno illustrati di seguito:
Lipidi È un gruppo variegato di composti che condividono la proprietà di essere in-
solubili in acqua. Le microalghe oleoalginose (si chiamano così le microalghe che
presentano un forte accumulo di lipidi) producono una sostanziale quantità di lipi-
di sotto le normali condizioni di crescita, ma se vengono ottimizzate le condizioni
operative per massimizzare la resa in biomassa, questa quantità, in percentuale,
diminuisce (Mahboob et al. 2012; Su et al. 2011; Yeh e Chang 2012).
La maggior parte delle microalghe accumula comunque una bassa quantità di TAG
(lipidi neutri che vengono stoccati nei vacuoli della cellula) durante la fase di crescita
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esponenziale, mentre ne viene accumulata una quantità maggiore nella fase stazio-
naria o sotto condizioni ambientali avverse, come la mancanza dei nutrienti (Berge
et al. 1995; Hu, Sommerfeld et al. 2008; Tonon et al. 2002).
Le condizioni avverse di crescita possono essere: eccesso di luce solare con conse-
guente eccessiva attività fotosintetica, mancanza di azoto, salinità e alte temperature,
tutte queste condizioni possono portare ad un incremento dello stoccaggio dei lipidi
nella cellula (C. Chen et al. 2011; Cohen 1990; Khozin-Goldberg e Cohen 2011; Tonon
et al. 2002).
Polisaccaridi Sono deniti come polimeri dei monosaccaridi legati tra di loro da lega-
mi glicosidici, basandoci sulla siologia delle microalghe, questi macrocomposti si
possono suddividere in tre categorie (Pignolet, Jubeau et al. 2013):
• Polisaccaridi strutturali, associati generalmente alle pareti cellulari;
• Polisaccaridi energetici, come l’amido, vengono associati all’accumulo dell’ener-
gia;
• Polisaccaridi adibiti alla comunicazione e al riconoscimento degli stimoli am-
bientali.
Da questo tipo di macromolecola, è possibile ricavare il bioetanolo per fermenta-
zione.
Proteine Sono dei polimeri le cui unità monomeriche sono costituite da amminoacidi.
Le proteine costituiscono una buona fetta di biomassa algale, ma dal punto di vista
industriale e commerciale non hanno ancora una grande richiesta, considerando gli
altri biocomposti presenti nella cellula;
Pigmenti Sono molecole complesse o macromolecole che hanno al loro interno legami
chimici tali da permettere l’assorbimento di particolari lunghezze d’onda nello spettro
della luce visibile, rendendo quindi questi composti colorati. Oltre alle clorolle, ci
sono pigmenti fotosintetici ausiliari chiamati carotenoidi. Questa classe di composti
è importante dal punto di vista dei coloranti articiali e di alcuni principi attivi
utilizzati in farmaci e cosmetici.
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In gura 1.1 si può osservare la composizione anatomica di una generica alga verde
unicellulare (Pignolet, Jubeau et al. 2013).
Figura 1.1: Anatomia di un’alga verde unicellulare
1.2 Crescita e Coltivazione
Si distinguono in particolare tre fasi di crescita delle alghe: esponenziale, stazionaria e
inne decrescente. Nella fase esponenziale il tasso di crescita della popolazione rimane
sempre positivo; nella fase lineare o stazionaria il tasso di crescita della popolazione è
molto rallentato o azzerato e la concentrazione algale raggiunge un valore elevato. Inne,
la fase decrescente coincide in genere con eccessiva concentrazione algale, esaurimento
di nutrienti nel mezzo di coltura o con l’instaurarsi di condizioni avverse alla crescita
(temperature non idonee, presenza di sostanze tossiche, illuminazione inadeguata). In tali
condizioni le cellule muoiono. La coltivazione prevede inoltre l’apporto di fertilizzanti
per il nutrimento delle alghe, in particolare Azoto, Fosforo e Potassio. Le quantità di
fertilizzanti da immettere nell’acqua di coltura vengono denite in base alla composizione
delle alghe. Inoltre anche la CO2 viene iniettata nell’acqua di coltura poiché essa viene
assorbita dalle alghe aumentando la produttività.
1.2.1 Raceway Pond e Fotobioreattori
Per quel che riguarda i sistemi in cui coltivare le alghe, si distinguono principalmente vivai
all’aperto (raceways) e diverse tipologie di fotobioreattori. Nella tabella 1.2 si riportano le
caratteristiche principali dei sistemi di coltivazione che verranno in seguito esaminati.
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Tabella 1.2: Caratteristiche dei sistemi di coltivazione delle alghe (Wiley, Campbell e McKuin
2011).
Sistema di coltivazione Concentraz.
biomassa [g/l]
Produttività
biomassa[ g
m2 · d
] Costioperativi
e capitale
Perdite
evapor.
Rapporto
A/V
Wastewater HRP 0,1 - 0,4 10 - 20 Bassi Alte Basso
Raceway pond 0,5 - 1 10 - 25 Bassi Alte Basso
PBR a pannello piatto 1 - 2 25 - 50 Alti Basse Alto
PBR tubolare 1,5 - 2 25 - 50 Molto alti Basse Molto alto
OMEGA system 1 - 2 N/A N/A Basse Alto
Nella categoria dei bacini all’aperto (gura 1.2) rientrano sia le strutture a forma di
circuiti in cui l’acqua di coltivazione viene continuamente smossa, sia i sistemi di trat-
tamento di acque reue. Nel primo caso i vivai vengono realizzati in cemento o terra
Figura 1.2: Bacini all’aperto per la coltivazione delle alghe (raceway ponds).
compattata a formare un loop chiuso in cui l’acqua contenente la coltura algale viene fatta
circolare tramite un sistema a pale a velocità nell’ordine di 15-30 cm/s. Le profondità
sono nell’ordine di 15-40 cm per garantire una buona insolazione anche sul fondo della
vasca e limitare i consumi elettrici per la movimentazione dell’acqua. L’iniezione della
CO2 avviene sul fondo della vasca tramite ugelli distribuiti.
L’esposizione all’aperto permette un’ottima insolazione della coltura, tuttavia comporta
anche problemi riguardo all’evaporazione dell’acqua e alla possibilità di contaminazione da
parte di organismi estranei. L’economicità di tali sistemi e la possibilità di realizzazioni su
ampie scale li rende la soluzione più interessante per la coltivazione delle alghe. I bacini
all’aperto presentano inoltre la possibilità di utilizzare come mezzo per la coltivazione
acque reue derivante da impianti di smaltimento riuti.
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Figura 1.3: Fotobioreattori per coltivazione alghe (PBR).
I fotobioreattori (Photo Bio Reactor, PBR) sono sistemi di coltivazione delle alghe che
prevedono la mancanza di contatto diretto fra mezzo di coltura e atmosfera (gura 1.3).
Le alghe vengono infatti coltivate in sacche, tubi o altri materiali trasparenti, risolvendo
quindi i problemi tipici dei vivai all’aria aperta: mancanza di evaporazione del liquido e
scarsa possibilità di contaminazione della coltura algale da parte di organismi estranei. La
concentrazione delle colture in fotobioreattori è maggiore rispetto a quelle ottenute nelle
vasche aperte, vista la migliore esposizione alla luce dell’intero reattore e la possibilità di
controllare le condizioni di crescita al loro interno.
1.3 Raccolta (Harvesting )
La fase della raccolta delle alghe richiede l’utilizzo di tecniche speciche che hanno l’o-
biettivo di aumentare la percentuale di sostanza secca del substrato usato nei successivi
processi, che si tratti di estrazione di lipidi o digestione anaerobica. Come visto sopra, le
concentrazioni in uscita dai sistemi di coltivazione sono nell’ordine di 0.5-2 kg/m3, ossia
sostanza secca 0.05-0.2% circa. Tramite le tecniche di raccolta delle alghe si riesce a
raggiungere un contenuto di ss anche del 20%, a costo però di spese energetiche rilevan-
ti. In tabella 1.3 si riportano le tecniche di separazione e raccolta delle alghe insieme ad
alcune caratteristiche. La colonna relativa al consumo energetico riporta i kWh necessari
al processamento di 1m3 di acqua contenente le alghe.
La sedimentazione sfrutta la gravità per far depositare le alghe in reattori che ne-
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Tabella 1.3: Tecniche di raccolta delle alghe (Wiley, Campbell e McKuin 2011).
Processo Conc. slurry
nale [% TS]
Input energetico
[kWh/m3]
Loading rate
[
kg
m2 · h
]
Sedimentazione 0,5 - 3% 0,1 da 10 a 120 minuti di mi-
scelamento più il tempo di
sedimentazione
DAF 3 - 5% 1,5 - 20 1,8 - 2,5
SAF 3 - 5% 3 · 10−3 5,6
EC/EF 3 - 5% 0,3 - 2 N/A
Filtro pressa 18% 0,5 N/A
Centrifuga 10 - 22% 0,9 - 8 1,1 - 1,8
cessariamente hanno dimensioni elevate per garantire tempi di residenza lunghi e per
smorzare le turbolenze che si generano durante l’alimentazione di nuovo liquido al reat-
tore. In questo modo viene evitata la risospensione di alghe già sedimentate. Il processo
sfrutta una forza gratuita come quella di gravità, tuttavia il processo richiede volumi gran-
di dei reattori, tempi di residenza lunghi (4-6 ore) e il prodotto ottenuto, una fanghiglia
ancora molto umida, necessita di essere trattato con ulteriori tecniche per aumentare il
tenore di solidi sospesi. I consumi energetici della sedimentazione sono legati solo alla
movimentazione dell’acqua di coltura.
Un’altra tecnica di raccolta consiste nella ottazione. Si distingue fra DAF (Dissolved
Air Flotation) e SAF (Suspended Air Flotation).
La DAF consiste nell’immissione di aria in pressione in una vasca con acqua no a
saturazione. L’acqua satura viene quindi mandata in una colonna a pressione ambiente
in cui nel frattempo è stata inviata l’acqua contenente la coltura algale. La caduta di
pressione porta al rilascio dell’aria, che forma così bollicine che risalgono la colonna. In
questo loro moto, le bolle incontrano le alghe presenti in sospensione nel liquido e le
trasportano così no in supercie. Qui un sistema meccanico permette la separazione
delle alghe dal liquido di coltura.
La SAF impiega dei tensioattivi per la generazione di micro-bolle nell’acqua, eliminando
così sia il compressore sia la vasca di saturazione dell’acqua. Il meccanismo di separazione
resta poi il medesimo della DAF, ossia un recipiente in cui avviene la ottazione: le alghe
aderiscono alle bolle e risalgono verso l’alto, dove vengono raccolte meccanicamente con
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un setaccio.
L’elettro-ottazione (EF) (o elettro-coagulazione, EC) è una ulteriore tecnica di separa-
zione. Degli elettrodi in tensione continua (in ferro o alluminio) vengono introdotti nella
coltura algale. Da questi si liberano ioni carichi che formano ossidi di ferro o idrossido
di alluminio, entrambi con potere coagulante per le alghe. Per il processo di elettrolisi
dell’acqua, dagli elettrodi si liberano bolle di idrogeno (dal catodo) e ossigeno (dall’anodo)
che risalgono verso l’alto e operano così la ottazione.
Rientrano nelle tecniche di harvesting puramente meccaniche anche la pressatura e la
centrifugazione. Nel caso della pressatura le alghe vengono passate in successione in ltri
e setacci tramite presse per spremere quindi il più possibile l’acqua. La centrifugazione è
una tecnica ecace per separare le alghe dal loro liquido di coltura. Con questa tecnica
può essere raggiunto un grado di umidità della biomassa algale no all’80%. Le buone
prestazioni delle tecniche basate sulla centrifugazione si scontrano con i consumi energetici
elevati per il funzionamento delle centrifughe.
1.4 Filiere di Utilizzo delle Microalghe
L’utilizzo delle alghe riguarda due principali categorie di processi a ni energetici: pro-
duzione di biodiesel e produzione di biogas. La coltura delle alghe poi può avvenire in
acqua pulita arricchita di nutrienti necessari alla crescita della biomassa, oppure si può
utilizzare acqua reua che spesso contiene già una buona base di nutrienti. Inne la rac-
colta può avvenire secondo metodologie primarie (che praticamente non separano l’acqua
contenuta nelle alghe) oppure secondarie, essendo queste ultime più energivore ma anche
in grado di abbassare l’umidità della biomassa no all’80% circa.
Dalla combinazione delle tecniche sopra citate si possono quindi costruire diverse
liere di utilizzo delle alghe. Nel seguito si individueranno due liere che comprendono
entrambe la digestione anaerobica come step necessario per ottenere biogas contenente
metano, che quindi può essere convertito a biometano.
La prima liera proposta prevede la coltura delle alghe in acque reue in vivai circolan-
ti all’aperto, raccolta operata con tecniche primarie, digestione anaerobica con produzione
di biogas e sua conversione in biometano (gura 1.4).
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Figura 1.4: Filiera 1: digestione anaerobica delle alghe e produzione di biometano.
L’uso di acque reue per la coltivazione delle alghe permette di limitare l’apporto di
nutrienti al mezzo di coltura visto che spesso le acque reue contengono già una base
nutritiva. Inoltre l’uso di vivai all’aperto consente di smaltire grandi quantità di acque
combinando una produzione elevata di alghe. Questa soluzione è la più economica e
semplice sia dal punto di vista costruttivo (vivai all’aperto) sia operativo (acque reue
gratuite).
La raccolta delle alghe avviene con tecniche primarie che quindi non separano quasi
per niente l’umidità delle alghe. Questo tuttavia non rappresenta un grosso problema
vista la possibilità di alimentare il reattore anaerobico con biomassa umida. L’unico punto
da controllare in entrata al digestore riguarda il rapporto C/N, da mantenersi intorno a
20 (Sialve, Bernet e Bernard 2009). Per garantire questa specica si può ricorrere alla
co-digestione della biomassa algale (che da sola presenta rapporti C/N di circa 6) con
substrati ricchi di carbonio e poveri di azoto.
Dalla digestione anaerobica si ottiene biogas con concentrazione di CH4 superiore
al 50% e residui solidi (digestato) che possono essere usati come fertilizzanti. Il biogas
può essere usato in sistemi di combustione semplici che lo utilizzano tal quale (soluzione
tecnicamente semplice) oppure può subire la conversione a biometano.
In questo secondo caso si attuano tecniche di pulizia della corrente gassosa seguite dalla
fase di upgrading, che consiste nella rimozione dell’H2O e della CO2. Da questi processi è
possibile quindi ricircolare l’anidride carbonica separata verso i vivai di coltivazione delle
alghe senza dover ricorrere a insuaggio di CO2 acquistata o prodotta appositamente.
La seconda liera analizzata combina invece il processo di transestericazione per
la produzione di biodiesel con la digestione anaerobica della frazione residua dal primo
10
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Figura 1.5: Filiera 2: transestericazione delle alghe e digestione anaerobica della frazione
residua.
processo (gura 1.5). La coltivazione delle alghe avviene in vivai all’aperto, dai quali si
opera la raccolta della biomassa con tecniche secondarie. Il processo di transesterica-
zione infatti richiede una biomassa in ingresso con un contenuto di sostanza secca tale
da imporre l’utilizzo di tecniche che abbassano il più possibile il contenuto di umidità
(centrifugazione ad esempio).
Il processo di essiccamento della biomassa precede la transestericazione, tuttavia,
nel caso in cui quest’ultima venga operata in due stadi, ossia estrazione dei lipidi e
poi transestericazione vera e propria, allora si può ipotizzare di eliminare la fase di
essiccamento. Dai residui delle alghe avviate al processo di produzione di biodiesel si
ottiene biogas tramite digestione anaerobica.
Il digestato viene usato come ammendante agricolo se non è aetto dalla presenza
inquinante dei solventi utilizzati precedentemente per l’estrazione dei lipidi e la produzione
di biodiesel. Il biogas prodotto viene convertito a biometano: quest’ultimo può quindi
essere usato in impianti di generazione di energia elettrica oppure essere immesso nella
rete nazionale di distribuzione una volta che esso raggiunga le speciche richieste.
Anche in questa liera, la CO2 separata durante l’upgrading del biogas a biometano
può essere usata per la coltura delle alghe insuandola nelle vasche per facilitarne la
crescita.
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1.5 Processi di Conversione
Possiamo suddividere i vari tipi di processi di conversione in energia della biomassa algale
(gura 1.6) in:
• Conversione termochimica;
• Conversione biochimica;
• Conversione chimica.
Figura 1.6: Schema dei processi di conversione in energia della biomassa algale (Brennan
et al., 2010).
1.5.1 Conversione Termochimica
La conversione termochimica si può ottenere con i processi di combustione, liquefazione,
pirolisi e gassicazione.
Combustione: Consiste nella riduzione del contenuto d’acqua della biomassa seguita
dalla combustione della biomassa secca. Fondamentalmente, dal punto di vista
termodinamico, si produce energia sotto forma di calore.
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Liquefazione: È una tecnica di conversione utilizzato per convertire la biomassa in oli e
gas, più altri residui di reazione. Tale reazione avviene a temperature moderate e
alte pressioni in soluzione acquosa (infatti non richiede l’essiccamento della biomassa
come per la combustione), in presenza di catalizzatori omogenei e/o eterogenei per
migliorare la qualità del prodotto.
Pirolisi: È un processo di conversione termochimica di materiali organici in generale, in
completa assenza di un agente ossidante. Può essere applicata purché la quantità di
acqua sia inferiore al 15% ed avviene a temperature elevate comprese tra i 200 –
700 °C. Dal processo abbiamo prodotti nali solidi, liquidi e gassosi, carbone, bio
olio e gas combustibile rispettivamente.
Gassicazione: È il processo per mezzo del quale si trasforma una biomassa solida in un
combustibile gassoso e consiste in una ossidazione a temperature elevate (>800 °C)
in ambiente carente di ossigeno. Da tale processo si ottiene il syngas (gas di sin-
tesi) che può essere direttamente utilizzato in motori a combustione interna per la
produzione di energia elettrica.
1.5.2 Conversione Biochimica
La conversione biochimica avviene attraverso reazioni catalizzate da enzimi, microrganismi
o funghi. I metodi più noti ed utilizzati sono: la fermentazione e la digestione anaerobica.
La fermentazione alcolica consiste nella trasformazione biochimica degli zuccheri in
alcool etilico (reazione 1.1):
C6H12O6 −→ 2C2H5OH + 2CO2 (1.1)
La reazione di fermentazione è mediata da biocatalizzatori, quali lieviti e batteri. L’etanolo
così prodotto è utilizzato direttamente come biocombustibile.
In alcune alghe le molecole di glucosio sono presenti sotto forma di amido che può
essere fermentato in condizioni anaerobiche e assenza di luce. La digestione anaerobica è
un processo di conversione che permette di ottenere un biogas contenente alte percentuali
di metano (50-70%) e per la restante parte soprattutto anidride carbonica. È operato in
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condizioni di anaerobiosi da microrganismi atti a demolire le sostanze organiche complesse
contenute nella biomassa.
1.5.3 Conversione Chimica
Il processo più utilizzato è la transestericazione, è impiegato per convertire i trigliceridi
estratti dalla microalga in FAME, ovvero esteri metilici degli acidi grassi. Consiste nella
reazione di trigliceridi con un eccesso di alcol per produrre una miscela di esteri alchilici
di acidi grassi a catena lunga (biodiesel) e glicerolo come sottoprodotto. Quest’ultimo può
essere riutilizzato in molti settori quali la cosmesi e il farmaceutico.
1.6 Pretrattamenti
In particolare, quando si usano le alghe in digestori anaerobici per produrre biogas, si
ha come problema principale la scarsa degradabilità di questo substrato causata dalle
pareti cellulari piuttosto resistenti delle quali sono costituite le alghe. Pertanto i batteri
anaerobici spesso non riescono a degradare completamente le cellule algali e quindi non
si ha conversione in biogas dei loro componenti.
Le pareti cellulari sono infatti costituite principalmente, come richiamato nella se-
zione 1.1 a pagina 3, da composti poco biodegradabili come cellulosa ed emicellulosa.
L’attacco biotico non riesce a degradare del tutto le pareti, pertanto i composti presenti
nel citoplasma non vengono convertiti, o comunque vengono convertiti solo in parte.
Per cercare di ridurre al minimo gli eetti sia di scarsa produzione di biogas sia di
conversione incompleta del substrato, entrambi dovuti alla resistenza delle cellule algali,
si sono studiati una serie di pre-trattamenti cui sottoporre le alghe prima di essere
introdotte al digestore anaerobico. Lo scopo di tali processi è proprio quello di indebolire
le pareti cellulari in modo da rendere più semplice la bio-degradazione.
I vantaggi legati ai processi di pre-trattamento delle alghe sono strettamente legati alla
specie con cui si sta operando, poiché diversa sarà la composizione delle pareti cellulari
e di conseguenza la loro resistenza agli attacchi biotici. L’alga della specie Scenedesmus
ad esempio presenta una struttura cellulare fra le più resistenti quando viene sottoposta
a digestione anaerobica (González-Fernández, Molinuelo-Salces e García-González 2011),
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essendo costituita da una molteplicità di strati di cellulosa ed emicellulosa all’interno,
mentre all’esterno è costituita da sporopollenin e politerpene.
Questa specie algale, assieme anche alla Chlorella, presenta una degradabilità abba-
stanza ridotta quando viene usata come substrato nella digestione anaerobica (degra-
dabilità nell’ordine del 40-55%, intesa come rapporto fra carbonio presente nel biogas e
carbonio in ingresso al digestore anaerobico) (Collet et al. 2011; Mendez, Mahdy, Ballesteros
et al. 2014; Wang e C. Park 2015; Wang, Sahu et al. 2013).
Per introdurre la descrizione dei pre-trattamenti delle alghe avviate a digestione anae-
robica si presenta di seguito una classicazione degli stessi come proposta da Passos et
al. (2014), possono essere annoverati tra: termici, meccanici, chimici e biologici.
1.6.1 Pretrattamenti Termici
In questa categoria rientrano in generale i processi che prevedono l’utilizzo di calore per
indebolire le cellule algali. La temperatura cui avviene il trattamento può variare da 55 a
170°C e in base a questo parametro si distinguono pre-trattamenti termici, idrotermici e
pre-trattamenti basati su steam explosion.
I pre-trattamenti cosiddetti termici avvengono a temperature sotto i 100°C e a pres-
sione atmosferica, con tempi di residenza abbastanza lunghi (max 24 h). Vengono indicati
anche come trattamenti a bassa temperatura e si prestano all’impiego di recuperi termici.
La spesa energetica per questi pre-trattamenti è elevata nonostante che il calore richiesto
sia a bassa temperatura, infatti la causa è individuata nei tempi di residenza sono piuttosto
lunghi.
Il processo presenta come parametri principali la temperatura e il tempo di esposizio-
ne, tuttavia quest’ultimo appare rivestire un’importanza molto minore (P. Chen e Oswald
1998; Passos, García e Ferrer 2013). A temperature inferiori a 70°C non avviene la vera
e propria distruzione delle pareti cellulari, per questo appare più ecace operare sopra
gli 80°C, quando invece le cellule iniziano a disgregarsi e vengono rilasciati i composti
presenti nel citoplasma. Si assiste quindi ad un aumento del rapporto VSS/VS della bio-
massa a seguito del trattamento termico: i solidi volatili solubili (VSS) infatti rappresentano
un’aliquota maggiore rispetto ai solidi volatili (VS), proprio grazie al rilascio dei composti
presenti nel citoplasma delle cellule.
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Nella tabella 1.7 tratta da (Passos et al. 2014), vengono presentati i risultati di una serie
di studi sul pre-trattamento termico della alghe prima della digestione anaerobica. In
particolare la colonna sull’aumento della solubilizzazione si riferisce al già citato fenomeno
dell’aumento del rapporto VSS/VS.
Figura 1.7: Pre-trattamenti termici delle alghe (Passos et al. 2014).
Pretrattramenti Idro-termici
La temperatura con la quale le alghe vengono indebolite supera in questo caso i 100°C
mentre la pressione supera il valore atmosferico. I tempi di residenza tipici sono inferiori
a un’ora e il processo si conclude generalmente con un abbassamento graduale della
pressione. La tabella 1.8, tratta da Passos et al. 2014, riguarda gli eetti di questo tipo di
pre-trattamento sulle alghe sulla produzione di metano in digestori anaerobici.
Figura 1.8: Pre-trattamenti idrotermici delle alghe (Passos et al. 2014).
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Pretrattamenti con Steam Explosion
Le alghe vengono sottoposte a pressione e temperatura crescenti, superando quest’ultima
i 160°C. La biomassa algale viene introdotta in vessel resistenti nei quali viene iniettato
vapore acqueo (6 bar circa) per 30 min o meno. In questa prima fase le cellule algali subi-
scono i soliti eetti di indebolimento e rottura che si presentavano con i pre-trattamenti
idrotermici.
Tuttavia, al termine del tempo di residenza, il vessel contenente l’alga viene depressu-
rizzato no a pressione ambiente, realizzando una trasformazione ash. In questo modo
la biomassa viene sottoposta a un ulteriore forte stress che distrugge denitivamente le
pareti cellulari e libera così tutti i composti citoplasmatici che saranno quindi facilmente
attaccabili dai batteri anaerobici.
L’alta temperatura del vapore usato richiede una spesa energetica notevole che potrà
essere solo in parte coperta da eventuali recuperi termici (a meno di casi particolari),
a dierenza dei pre-trattamenti a bassa temperatura che possono essere “gratuiti” dal
punto di vista energetico. La tabella 1.9, tratta da (Passos et al. 2014), riporta le prestazioni
dei pre-trattamenti con steam explosion.
Figura 1.9: Pre-trattamenti con steam explosion delle alghe (Passos et al. 2014)
1.6.2 Ultrasuoni e Microonde
Il pretrattamento con ultrasuoni introduce un fenomeno di cavitazione all’interno delle cel-
lule algali. La creazione di micro-bolle che si espandono e implodono ad elevata frequenza,
generano una serie di onde d’urto che indeboliscono le pareti cellulari dall’interno.
L’intensità della cavitazione e quindi l’ecacia di questo trattamento dipende dall’e-
nergia inviata per unità di volume; le frequenze utilizzate sono solitamente intorno ai 50
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kHz (Passos et al. 2014).
Il pretrattamento con microonde agisce in modo simile al trattamento ad ultrasuoni,
ovvero che stimola sempre le molecole di acqua a vibrare ad alta frequenza, ma il risultato
non è la cavitazione, ma il riscaldamento della soluzione. Questo processo ha gli stessi
eetti di un trattamento di tipo termico.
L’energia specica viene denita come il prodotto fra la potenza erogata dal generatore
di microonde per il tempo del trattamento, diviso i kg di solidi totali della biomassa. Come
nel caso degli ultrasuoni, il consumo energetico è piuttosto elevato (Passos et al. 2014).
1.6.3 Pretrattamenti chimici
Questo tipo di pretrattamenti può essere eettuato con solventi acidi o alcalini che vanno
a solubilizzare parti diverse della cellula algale; inoltre per ottenere risultati migliori, si
può ricorrere anche all’applicazione del calore, realizzando un processo termochimico.
Tali pretrattamenti appaiono come una soluzione non del tutto consolidata per au-
mentare la resa in metano del processo di digestione anaerobica, questo perché in alcuni
casi (Mendez, Mahdy, Timmers et al. 2013), a seconda dei solventi utilizzati, si possono
creare dei composti tossici che diminuiscono la produzione di metano nale.
1.6.4 Pretrattamenti biologici
I trattamenti no ad ora analizzati si caratterizzano per i consumi energetici piuttosto
elevati che comportano, pertanto nell’ottica di una loro riduzione si sono sperimentati
anche tecniche che utilizzano enzimi speciali per la solubilizzazione dei costituenti delle
pareti cellulari delle alghe. La cellulosa e l’emicellulosa vengono convertiti dagli enzimi in
composti a peso molecolare minore, cosa che rende più facilmente degradabili le cellule
da parte dei batteri anaerobici.
Il principale svantaggio di questo processo è la grande varietà di specie algali e quindi
la molteplicità di costituenti presenti nelle pareti cellulari; questo richiederebbe l’utilizzo
di enzimi specici per ogni specie algale.
Le caratteristiche operative del processo sono principalmente: temperatura, pH, tempo
di trattamento e concentrazione di enzima nella soluzione.
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Il Processo di Digestione Anaerobica
La digestione anaerobica è un processo biologico complesso per mezzo del quale, in as-
senza di ossigeno, la sostanza organica viene trasformata in biogas, una miscela costituita
principalmente da metano e anidride carbonica (gura 2.1).
Il prodotto di scarto del processo è il digestato, ossia la frazione residua del substrato
alimentato. Per i reattori in continuo, tale residuo viene in parte riciclato nella sezione in
cui avviene la digestione, detto digestore, mentre la restante parte deve essere smaltita
per evitarne l’accumulo nell’ambiente di reazione. Per le sue proprietà di ammendante il
digestato viene talvolta utilizzato su terreni agricoli per la fertilizzazione.
Anché il processo abbia luogo è necessaria l’azione di diversi gruppi di microrgani-
smi in grado di trasformare la sostanza organica in composti intermedi, principalmente
acido acetico, anidride carbonica ed idrogeno, utilizzabili dai microrganismi metanigeni
che concludono il processo producendo il metano.
Nella prima fase, detta di idrolisi, i batteri spezzano le grandi macromolecole di cui
è costituita la biomassa e le trasformano in composti organici semplici; successivamente
si ha la fase dell’acidogenesi nella quale avviene la produzione di acidi grassi volatili e
alcool.
Nella fase dell’acetogenesi, poi, tali composti sono convertiti dai batteri in acido acetico,
con una parallela produzione di idrogeno; da ultimo vi è la fase della metanogenesi, nella
quale l’acido acetico viene convertito in metano. Una descrizione più approfondita è
presentata nella sezione 3.1 a pagina 26.
I microrganismi anaerobi presentano un basso tasso di crescita e basse velocità di
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Figura 2.1: Schematizzazione delle fasi del processo di digestione anaerobica.
reazione, quindi occorre mantenere ottimali, per quanto possibile, le condizioni dell’am-
biente di reazione. Nonostante questi accorgimenti, i tempi di processo sono relativamente
lunghi.
Si può utilizzare come substrato per la digestione anaerobica un gran numero di ma-
teriali diversi, dalla FORSU ai liquami zootecnici, scarti agroindustriali o colture dedicate.
Si pratica anche la co-digestione di più substrati per rendere ancora più vantaggioso il
processo, tuttavia è importante controllare attentamente le condizioni nel digestore af-
nché non si inibisca il processo e si incorra in instabilità che porterebbero soltanto alla
diminuzione della produttività nale di metano.
L’ambiente di reazione, denito solitamente reattore anaerobico, deve presentare con-
dizioni che permettano la crescita dei vari gruppi di microrganismi che intervengono nel
processo.
Si distinguono processi a umido, quando il substrato in digestione ha un contenuto di
sostanza secca inferiore al 10%, e processi a secco, quando invece la percentuale di secco
supera il 20%. Nei casi intermedi si parla di processi a semi-secco.
Una classicazione dei processi di digestione anaerobica deriva dalla metodologia con
cui viene operato il processo, ossia continuo o discontinuo. Nel primo caso l’alimentazione
al reattore avviene frequentemente, come succede di conseguenza anche per il prelievo
di biogas e digestato. Nei reattori discontinui invece si rispetta il tempo di residenza
nel reattore richiesto anché avvenga la conversione del substrato, quindi caricamenti e
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prelievi dal reattore avvengono discontinuamente. In genere i reattori di digestione anae-
robica si presentano come grandi tendoni al cui interno la biomassa viene continuamente
miscelata tramite appositi macchinari (reattore CSTR).
2.1 Parametri di Processo
I principali parametri che inuenzano il processo di digestione anaerobica sono: pH,
temperatura, contenuto di acidi grassi (VFA) e composizione del biogas.
Temperatura La temperatura ottimale di processo è intorno ai 35°C, se si opera con i
batteri mesoli, o di circa 50-55°C, se si utilizzano i batteri termoli. È importante
che la temperatura rimanga costante nel reattore, per questo si ricorre a sistemi di
riscaldamento che agiscono generalmente sulle pareti esterne;
pH Il pH ottimale è nel range 6.5 ÷ 8, poiché per condizioni troppo acide o troppo alcaline
si ha un’inibizione dell’attività batterica;
Acidi grassi VFA La presenza di acidi grassi in eccesso abbassa il pH nel digestore con
conseguente sbilanciamento della catena troca verso la produzione di CO2.
Carico Organico La concentrazione del substrato da digerire viene misurata in gVSS/l e
il range operativo è da 5 a 50 gVSS/l;
Rapporto I/S È il rapporto inoculo - substrato ed indica quanti grammi di solidi volatili
di inoculo sono presenti per ogni grammo di substrato.
Il controllo della composizione del biogas estratto permette di monitorare le condizioni
all’interno del reattore. In particolare l’aumento di concentrazione della CO2 indica che
si stanno instaurando condizioni acide, per cui si agisce riducendo il carico organico nel
digestore. Se invece l’aumento di CO2 nella composizione si accompagna anche a un
abbassamento dei volumi di biogas prodotto, signica che il reattore è inibito e presenta
condizioni di tossicità per i batteri.
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2.2 Codigestione di Microalghe con Colture Energetiche
La digestione anaerobica delle alghe prevede l’utilizzo di diversi substrati: frazione residua
delle alghe dall’estrazione dei lipidi, co-digestione di alghe insieme a substrati utilizzati
comunemente, oppure utilizzo delle alghe tal quali. Il metano costituisce una frazione che
generalmente varia tra il 60 ed il 75% del biogas prodotto. La produzione è controllata
dal pH, generalmente alto per via del rilascio di NH3. Dal momento che le microalghe non
contengono amminoacidi solforati, non si riscontra la presenza di H2S tra i prodotti. È
tuttavia ragionevole riscontrare nel biogas la presenza di ammoniaca considerato l’elevato
contenuto di proteine.
Conoscendo la composizione dell’alga si può ricavare la produzione potenziale in me-
tano, anidride carbonica e ammoniaca una volta che essa sia stata avviata a digestio-
ne anaerobica. Secondo la formula seguente gli elementi costituenti vengono convertiti
stechiometricamente (Sialve, Bernet e Bernard 2009):
CaHbOcNdSe +
4a− b− 2c+ 3d+ 2e
4
H2O −→ 4a+ b− 2c− 3d+ 2e
8
CH4 +
+
4a− b+ 2c+ 3d+ 2e
8
CO2 + dNH3 + eH2S
(2.1)
La tabella 2.2 riporta i risultati delle prove eettuate da vari autori sulla digestione di
microalghe (tratta da Sialve et al. 2009) (Sialve, Bernet e Bernard 2009) in reattori
sperimentali.
Figura 2.2: Digestione anaerobica di alcune specie di microalghe. VS = Volatile Solids
(Sialve, Bernet e Bernard 2009).
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2.3 Inibizione
La digestione anaerobica è un processo molto delicato dal punto di vista dei parametri
chimico sici dell’ambiente di reazione. L’inibizione del processo avviene quando si creano
delle condizioni avverse alla crescita batterica e come risultato si ha la diminuzione della
produzione di biogas e l’accumulo degli acidi volatili VFA (Sialve, Bernet e Bernard 2009).
2.3.1 Solventi
È possibile che avvenga l’inibizione del processo di digestione anaerobica a causa di
solventi, perché possono rimanerne tracce nel substrato trattato, come ad esempio le
alghe estratte e private della frazione lipidica.
Cloroformio
Il cloroformio è utilizzato come solvente organico per estrarre la frazione lipidica dalle
micro alghe, ma è conosciuto per le sue proprietà tossiche nei confronti delle cellule
batteriche. Esso distrugge la membrana cellulare e compromette la viabilità dei nutrienti
attraverso di essa, si ottiene quindi una disattivazione degli enzimi che lavorano alla
membrana (Inoue e Koki 1991).
Nel campo della digestione anaerobica è stato studiato questo tipo di inibizione ed
è risultato che già a concentrazioni di 1.67µM (Narayanan, Suidan e Gelderloos 1993),
presenta una diminuzione del metano prodotto dal processo. Inoltre, studi più recenti
hanno constatato che l’inibizione non colpisce solo i batteri metanigeni, ma coinvolge
anche quelli acidogenici e solfato-riduttori (Chidthaisong e Ralf 2000).
Dal punto di vista macroscopico, l’inibizione da cloroformio riduce la produzione di
metano e aumenta il cosiddetto lag time, ovvero il tempo necessario ai batteri per accli-
matarsi e successivamente cominciare a produrre metano per digestione anaerobica. Sono
state ricavate le concentrazioni alla quale la produzione nale di metano viene ridotta del
30, 60 e 90% come è possibile vedere in tabella 2.1:
È possibile vedere inoltre, sempre dalla tabella 2.1, che il la produzione di metano è
molto più sensibile rispetto a quella dell’idrogeno, che richiede, per la stessa percentuale
di inibizione, una concentrazione circa 10 volte superiore di cloroformio.
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Tabella 2.1: Concentrazioni inibitorie di cloroformio per alcune percentuali di diminuzione
della produzione di metano e idrogeno (Yeo-Myeong, Si-Kyung et al. 2014).
Concentrazione
[
mgCHCl3
l
]
IC30 IC60 IC90
Inibizione Metano 15 37 86
Inibizione Idrogeno 138 319 622
Esano
L’esano è un solvente molto più utilizzato del cloroformio per estrarre la frazione lipidica
dalla cellula algale perché è meno pericoloso e tossico per i batteri anaerobici. Uno studio
ha rivelato le concentrazioni di inibizione per questo composto:
• Fino a 2 g/l si hanno eetti trascurabili sull’inibizione;
• Oltre i 4 gCOD/l si hanno invece severi eetti sulla produzione.
L’inibizione da esano porta ad una lag phase di oltre 10 giorni, un accumulo di acetato (oltre
2500 mgCOD/l) e una forte diminuzione del pH; tutte queste sono condizioni sfavorevoli
alla crescita batterica (Yeo-Myeong, Hang-Sik e Chang-Kyu 2015).
2.3.2 Azoto Ammoniacale
Lo ione ammonio NH+4 è una fonte importante di azoto per i batteri, e basse concen-
trazioni, intorno a 200 mg/l (Y. Chen, Cheng e Creamer 2008), sono invece richieste per
un buon funzionamento del processo. Sono stati individuati diversi meccanismi per cui
avviene l’inibizione da azoto (Y. Chen, Cheng e Creamer 2008):
• Modica del pH intracellulare;
• Aumento delle richieste energetiche per mantenere la respirazione endogena;
• Inibizione di speciche reazioni enzimatiche;
• Diminuzione dell’attività proteolitica dei batteri (S. Park e Li 2012).
Recenti studi (Y. Chen, Cheng e Creamer 2008) aermano che è l’ammoniaca nella forma
libera NH3 ad essere la fonte di inibizione e non la forma ionica, perché riesce a permeare
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in modo facile le membrane cellulari dei batteri, andando ad inuenzare il bilancio di
protoni e/o la concentrazione degli ioni potassio K+.
Un aumento del pH porta lo ione ammonio a diventare ammoniaca libera; questo porta
ad un’instabilità complessiva del processo perché si genera un accumulo di acidi grassi
VFA che portano alla diminuzione del pH ed alla trasformazione dell’ammoniaca libera in
ione ammonio. Questa interazione ciclica che crea alterazioni nel pH genera uno stato
stazionario inibito, una condizione dove il processo di digestione decorre comunque, ma
con una produzione di metano inferiore alle sue potenzialità.
Nonostante questa grande sensibilità all’azoto ammoniacale, i batteri metanigeni pos-
sono adattarsi comunque a condizioni in cui la concentrazione supera i 1700 mg/l (Y. Chen,
Cheng e Creamer 2008). È stato riportato che nonostante l’alto tasso di inibizione, tali
batteri possono sopravvivere anche a concentrazioni di 7000 mg/l (Samson e Leduyt
1986), provocato dalla digestione anaerobica di cianobatteri Spirulina Maxima che hanno
un contenuto di proteine del 60%.
2.3.3 Acidi Grassi Volatili (VFA)
L’inibizione da parte degli acidi grassi volatili è dovuta principalmente all’abbassamento
del pH della soluzione e una conseguente destabilizzazione del processo di digestione. Il
sintomo di questo tipo di inibizione è un aumento della produzione di anidride carbonica
e una caduta della produzione di metano.
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Cinetica della Digestione Anaerobica
In questo capitolo verrà proposta una serie di accenni teorici sulla digestione anaerobica
e successivamente l’interpretazione dei dati sperimentali attraverso due tipi di approcci:
(empirico modied Gompertz e quello del modello cinetico).
1. Modelli logistici di tting delle curve di produzione di metano. Consistono nel-
l’utilizzare espressioni cinetiche di modelli conosciuti e utilizzati in letteratura per
descrivere l’andamento della produzione di metano in funzione del tempo. Tali mo-
delli sono derivati dall’interpretazione statistica di un generico fenomeno biologico,
i parametri cinetici risultanti dal tting si limitano a descrivere l’andamento della
curva.
2. Modello cinetico con equazioni dierenziali; permette di avere un approccio più
meccanicistico del fenomeno.
3.1 Accenni Teorici
Il processo di digestione anaerobica si suddivide nei seguenti step:
Idrolisi: Il particolato viene trasformato in composti solubili che vengono idrolizzati in
monomeri semplici che poi vengono utilizzati dai batteri per la fermentazione anae-
robica: i carboidrati vengono scomposti in zuccheri semplici, i grassi in VFA e le
proteine in amminoacidi;
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Fermentazione: Viene chiamato anche acidogenesi, dove si ha la degradazione dei VFA,
degli zuccheri semplici e degli amminoacidi. I prodotti principali derivanti da questo
processo sono:
• Acetati;
• H2;
• CO2;
• Propionato e butirrato;
Gli ultimi due vengono fermentati ulteriormente per formare i primi 3 prodotti, più
semplici;
Metanogenesi: Viene eettuata dai batteri metanigeni, un gruppo di questi splitta l’acetato
in CO2 e CH4, il secondo gruppo usa l’idrogeno come donatore di elettroni e
l’anidride carbonica come accettore di elettroni per produrre nuovo metano.
La cinetica di crescita della biomassa microbica ha due fattori limitanti:
• L’idrolisi dei prodotti solidi;
• L’utilizzo del substrato solubile negli stadi di fermentazione.
Come spiegato in precedenza, il processo sore di inibizione a causa di VFA, azoto ammo-
niacale e composti velenosi come solventi clorurati o idrocarburici, quindi per avere una
buona stabilità della digestione, questi composti inibitori dovrebbero essere tenuti sotto
controllo entro bassi livelli.
Se la composizione del substrato è nota, si può stimare la produzione di CH4, CO2, NH3,
e H2S sotto condizioni di digestione anaerobica, come mostrato nella reazione generica 2.1
a pagina 22.
Inoltre, si dovrebbe considerare anche la reazione che avviene a seguito della solubi-
lizzazione della CO2 prodotta nei confronti degli ioni NH+4 in soluzione:
NH3 + H2O + CO2 −→ NH+4 + HCO−3 (3.1)
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Le frazioni molari risultanti sono:
fCO2 =
4a− b+ 2c− 5d+ 2e
8(a− d+ e) (3.2)
fCH4 =
4a+ b− 2c− 5d− 2e
8(a− d+ e) (3.3)
fH2S =
e
8(a− d+ e) (3.4)
Il coeciente di resa batterica può essere considerato costante per una coppia di
inoculo/substrato:
YX→S =
∆X
−∆S
Dove il numeratore denota il cambio di concentrazione della biomassa X che risulta dal
cambio di concentrazione del substrato. Si può fare la stessa cosa anche per gli altri
prodotti del metabolismo:
YP→S =
∆P
−∆S
3.2 Crescita Batterica
La crescita batterica è denita dall’incremento del numero di organismi vivi nel tempo
ma spesso questo parametro è dicilmente misurabile per cui si ricorre a stime associate
al metabolismo. I vincoli associati al metabolismo si dividono in anabolici e catabolici.
L’anabolismo comprende una serie di processi di sintesi delle biomolecole da quelle più
semplici o dalle sostanze nutritive, è un processo che richiede energia. Al contrario
dell’anabolismo, il catabolismo è un processo che suddivide molecole più complesse in
molecole più semplici liberando un certo quantitativo di energia chimica sotto forma di
ATP insieme ad energia termica.
La crescita esponenziale delle cellule di biomassa rappresenta solo un tratto della
curva di crescita; in realtà la situazione è diversa, in quanto, dalla gura 3.1a , si possono
individuare 5 fasi della vita della coltura:
1. Fase di ritardo, in cui avviene l’acclimatamento della colonia batterica; questa fase si
presenta nel caso in cui ci siano stati cambiamenti nel substrato o di altri parametri
di processo (pH, temperatura, inibitori). La modellazione della fase di ritardo non è
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semplice in quanto richiede una grande quantità di dati sperimentali per validare i
modelli matematici proposti (Hinshelwood);
2. Fase di accelerazione, è la parte più importante dal punto di vista industriale, se-
gue una crescita esponenziale con il caratteristico tempo di raddoppiamento della
biomassa. Questa crescita non può essere sostenuta in modo indenito, per questo
motivo viene introdotto un fattore di inibizione per alte concentrazioni di biomassa,
come illustrato nella 3.5:
dX
dt
= kX − kγX2 (3.5)
Dove X è la concentrazione della biomassa batterica, k è una costante e γ è la
costante di inibizione della biomassa. Integrando l’equazione si arriva alla relazione
logistica 3.6:
X =
X0e
kt
1− γX0 (1− ekt) (3.6)
Dove X0 è la concentrazione iniziale di biomassa nella soluzione;
3. Fase stazionaria, quando la crescita esponenziale nisce, si incontra una fase in cui
la popolazione della biomassa batterica rimane costante;
4. Fase di declino, quando la concentrazione dei nutrienti nella soluzione scende, le
cellule batteriche muoiono e forniscono substrato per i batteri rimanenti, questo
processo continua no alla completa estinzione della colonia.
3.2.1 Modelli Cinetici per la Crescita Batterica
Di seguito verranno illustrati alcuni modelli di cinetica di crescita batterica. Monod propose
l’utilizzo di un termine di saturazione isotermo da inserire in una equazione che relazionava
la velocità di crescita batterica µ alla concentrazione del substrato prevalente. L’equazione
di Monod è espressa dalla 3.7:
µ = µm · S
Ks + S
(3.7)
Dove S è la concentrazione di substrato, µm è la crescita massima specica e Ks è la
costante di Monod. Nella gura 3.1b è possibile vedere la curva di crescita con l’indicazione
dei parametri principali.
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(a) Fasi di crescita della colonia batterica (Coulson
e Richardson 2007)
(b) Curva di crescita microbica con visualizza-
zione dei parametri principali della formula di
Monod (Coulson e Richardson 2007).
Ci sono due possibili spiegazioni per cui questo tipo di equazione può essere utilizzata
per descrivere la crescita microbica in funzione della concentrazione del substrato:
1. Ha la stessa forma delle equazioni utilizzate per descrivere la cinetica enzimatica di
Michaelis-Menten. Questo perché le reazioni chimiche che accadono all’interno della
cellula sono eettivamente controllate in gran parte da enzimi, quindi ci si potrebbe
aspettare che la crescita rietta il comportamento delle reazioni enzimatiche;
2. Un’altra possibile causa è che il tipo di risposta fornito dall’equazione di Monod
è eettivamente controllata dalla diusione del substrato attraverso il bulk della
soluzione e attraverso la membrana cellulare.
Nella tabella 3.1 vengono riportati, a titolo di esempio, altri modelli utilizzati per la
descrizione della crescita batterica.
Come è possibile vedere in tabella 3.1 ci sono modelli che coinvolgono le situazioni
di crescita pi disparate, tutte hanno la caratteristica di funzionare meglio in alcuni casi
rispetto ad altri, ad esempio il modello di Aiba et Al. è stato utilizzato spesso in situazioni
in cui uno dei prodotti della digestione anaerobica provoca un’inibizione della crescita
batterica. Un altro caso è quello della cinetica di Edwards in cui viene messa in conto
l’inibizione della crescita dovuta alla presenza di un certo componente, come ad esempio
gli acetati e i VFA che portano ad instabilità del processo.
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Tabella 3.1: Espressioni utilizzate per la descrizione della velocità di crescita
microbica (Coulson e Richardson 2007).
µ = µm · S
KS + S
Monod
µ = µm · (Kc · S)
a
1 + (Kc · S)a Moser
µ = µm · 1
1 +
Kk ·X
S
Contois
µ = µm · S
KS + S + (
S2
KI
)
Edwards
µ = µm · S
KS + S
· KP
KP + P
Aiba etAl.
Sono presenti in letteratura, oltre ai modelli proposti in tabella 3.1, anche altre forme
della crescita batterica che contemplano la variazione di pH, di temperatura e della salinità
dell’ambiente di reazione.
3.3 Modelli Logistici Applicati alla Digestione Anaerobica
È possibile eettuare un’analisi delle curve di produzione di metano utilizzando il tting
di alcune curve con una forma nota e utilizzata nel campo della biologia, queste curve
consistono in una regressione temporale della produzione cumulata giornaliera di metano.
In tabella 3.2 vengono proposti i modelli non lineari presi dalla letteratura (Ragaglini
et al. 2013) e utilizzati in questo lavoro per modellare le curve di produzione di metano
dei dati sperimentali.
3.4 Modello Cinetico Dierenziale
Un modo semplice per approcciarsi al problema della digestione anaerobica, è eettuare
un esperimento in batch, caricando il reattore con una concentrazione batterica e substra-
to iniziale X0 e S0 rispettivamente. Registrando la pressione che si sviluppa nel reattore,
è possibile, tramite la correlazione dei gas ideali, risalire alla quantità di biogas prodotta;
eettuando dei campionamenti, si può ricavare la frazione di biometano e anidride car-
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Tabella 3.2: Modelli non lineari investigati in questo lavoro per la digestione anaerobica
di microalghe (Ragaglini et al. 2013).
Modello Forma Generica
Michaelis-Menten y =
d
e+ x
Regressione Asintotica y = d ·
[
1− exp
(
−x
e
)]
Weibull y = d · exp {− exp [b · (log x− e)]}
Log-Logistica y =
d
1 + exp [b · (log x− log e)]
Gompertz y = d · exp
[m
c
· exp (−c · x)
]
Modied Gompertz y = d · exp
[
mR
cR
· exp (−cR · x)− mS
cS
· exp (−cS · x)
]
bonica in modo da calcolare l’andamento della produzione di metano e conseguentemente
il potenziale metanigeno BMP.
Eettuando un bilancio dierenziale sulla biomassa, sul substrato e sui prodotti formati
dal processo di digestione, si ottiene il seguente sistema di equazioni dierenziali 3.8 dove
la concentrazione delle specie dipende dal tempo:

dX
dt
=
[
µm · S
KS + S
−Kd
]
·X
dS
dt
= − 1
YX→S
·
[
µm · S
KS + S
−Kd
]
·X
dP
dt
= YP→X · µm · S
KS + S
·X + 1
Yd→P
·Kd ·X
(3.8)
La forma ridotta di questo sistema di reazioni è dato dalla 3.9, dove si evidenzia
che il modello utilizzato in questo lavoro utilizza come espressione cinetica della crescita
batterica µ, la formula di Monod.
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
dX
dt
= (µ−Kd) ·X
dS
dt
= − 1
YX→S
· (µ−Kd) ·X
dP
dt
= YP→X · µ ·X + 1
Yd→P
·Kd ·X
Dove : µ = µm · S
KS + S
(3.9)
Di seguito si elencano il signicato dei vari parametri, riferiti al sistema 3.8:
X, S, P: Sono rispettivamente le concentrazioni di biomassa batterica, substrato e gene-
rico prodotto della digestione anaerobica;
µm e KS : Sono le costanti cinetiche che riguardano la crescita batterica secondo la for-
mula di Monod. La prima è la crescita massima relativa, mentre la seconda è il
coeciente di saturazione del substrato;
Kd: Costante di decadimento delle cellule batteriche. È la velocità con la quale i microor-
ganismi responsabili della digestione anaerobica muoiono, viene misurata in day−1
così come il µm. La morte degli organismi viene sì considerata una diminuzione
di biomassa che può produrre metano, ma quando la concentrazione del substrato
viene a mancare, le cellule morte diventano nuovo substrato per i batteri rimasti in
vita. Questa caratteristica viene evidenziata nella parte nale del processo batch di
digestione;
Fattori di Resa Y : Nel modello dierenziale sono presenti dei fattori di resa presentati
nelle formule in 3.10.
YX→S =
∆X
−∆S ; YP→X =
∆P
∆X
; Yd→P =
∆Xd
∆P
; YP→S =
∆P
−∆S (3.10)
Nello specico, YX→S è la quantità di biomassa che si forma a causa dell’utilizzo di
una certa quantità di substrato; YP→X è la quantità di prodotto che si genera a causa
della crescita della biomassa X; Yd→P è la quantità di prodotto che viene generato
dai batteri che utilizzano le altre cellule batteriche morte al posto del substrato
presente nell’ambiente di reazione; YP→X è il prodotto tra le prime due rese.
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4.1 Materiali
4.1.1 Microalga
Il materiale algale utilizzato in questo studio è la Nannochloropsis Gaditana in forma
liolizzata, una microalga utilizzata per acquacoltura e prodotti alimentari per animali.
Generalmente viene usata come mangime integrativo che aumenta la concentrazione di
componenti importanti come:
• Omega-3 EPA: sono una categoria di acidi grassi essenziali che si trovano princi-
palmente nelle membrane cellulari e aiutano il mantenimento di questa barriera.
In genere gli acidi grassi di questo tipo vengono raggruppati nella categoria della
vitamina F (fatty acids);
• Iodio, molto utile per la regolamentazione delle funzioni tiroidee;
• Amminoacidi essenziali;
• Vitamine e pigmenti.
La microalga, fornita da AlgaSpring B.V. (Olanda), viene prodotta nella più vasta area
protetta naturale dell’Olanda, Oostvardersplassen, un luogo completamente incontami-
nato; inoltre la società AlgaSpring è certicata ISO 22000 per la produzione sicura del
cibo (Food Applications, AlgaSpring website 2016).
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L’alga contiene un’alta concentrazione di proteine e di lipidi. Il datasheet dell’alga
utilizzata è stato riportato nell’allegato B a pagina 127.
4.1.2 Co-substrati
Per analizzare l’inuenza di diversi substrati e del loro comportamento insieme alla
microalga, sono stati utilizzati i seguenti substrati cellulosici:
Cellulosa È un polimero biologico le cui unità monomeriche sono costituite da polisacca-
ridi legati tra di loro da un ponte glucosidico. La cellulosa utilizzata è l’α−cellulosa
fornita dalla Sigma Aldrich (Milano);
Arundo Donax È una pianta erbacea perenne, notoriamente conosciuta come canna co-
mune, vive in terreni relativamente poveri ed ha un fusto robusto e cavo. Questo
substrato viene triturato e poi macinato ad una pezzatura abbastanza ne per esse-
re digerito. La sua alta capacità riproduttiva per via vegetativa attraverso i rizomi,
la rende spesso una specie invasiva e necessita quindi di programmi di conteni-
mento e controllo della coltura. Il materiale è stato fornito dal Centro Ricerche
Interuniversitario Biomasse da Energia (CRIBE).
4.1.3 Solventi
Tutti i solventi utilizzati sono stati reperiti dalla Sigma-Aldrich, con grado di purezza
“Special grade: ACS reagent per analisi in laboratorio”.
n-Esano, C6H14: Liquido incolore a temperatura e pressione ambiente, nocivo ed estre-
mamente inammabile (Teb = 68°C);
Alcool Etilico, CH3CH2OH : A temperatura ambiente si presenta come un liquido inco-
lore, voltatile e estremamente inammabile (Teb = 78°C);
Nella sezione degli allegati (allegato ??) sono presenti le schede di sicurezza MSDS dei
solventi sopracitati.
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4.1.4 Inoculo Batterico
L’inoculo batterico inserito nelle prove di digestione anaerobica consiste in un consorzio
batterico con un alto numero di specie batteriche che si dierenziano tra di loro per la
loro funzionalità biologica. Possiamo individuare i ceppi principali (Metcalf e Eddy 2003):
• Il gruppo di batteri non metanogenici responsabili delle fasi di idrolisi e fermen-
tazione sono anaerobici obbligati o facoltativi, le specie più numerose isolate nei
reattori anaerobici sono:
– Clostridium;
– Peptococcus anaerobus;
– Bidobacterium;
– Desulfovibrio;
– Lactobacillus;
• I microorganismi deputati alla produzione di metano sono classicati come archaea
e sono degli anaerobi obbligati. I generi principali identicati lavorano in condizioni
mesoliche:
– Methanobacterium e Methanobacillus che sono a forma di bastoncello;
– Methanococcus e Methanosaeta che sono a forma di sfera.
A dierenza degli altri organismi metanogenici che riescono a produrre metano os-
sidando l’idrogeno con l’anidride carbonica, solo i Methanosaeta riescono a sfruttare
l’acetato per produrre metano.
4.2 Estrazione della Frazione Lipidica dalle Microalghe
Sono state eettuate le estrazioni in apparecchiatura soxhlet dove venivano caricati nel
ditale di cellulosa circa 10 g di alga liolizzata. Vista la presenza in laboratorio di due
estrattori soxhlet, venivano condotte due prove in parallelo in modo da raddoppiare la
quantità di residuo prodotto.
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Un’estrazione lipidica dura tra le 6 e le 7 ore con una media di 6 minuti per eettuare un
ciclo completo di riempimento e svuotamento della camera di estrazione dove è presente
il ditale con l’alga.
Al termine dell’estrazione, il ditale viene essiccato in stufa per una notte, mentre il
solvente con la frazione lipidica viene lasciato in un becher ad evaporare in modo naturale
e soltanto dopo una forte riduzione del volume totale, viene messo in una capsula di petri
ed essiccato in stufa.
Il residuo risultante dall’estrazione è il prodotto desiderato e viene conservato in
contenitori di plastica per l’utilizzo successivo nelle prove di digestione anaerobica.
4.2.1 Estrattore Soxhlet
Il secondo metodo di estrazione utilizzato è il metodo Soxhlet. Si utilizza un estrattore
Soxhlet, inventato nel 1879 da Franz von Soxhlet, che consiste in un pallone contenente il
solvente collegato ad una camera di estrazione, contenente un ltro a ditale in cellulosa
con il campione d’alga al suo interno, a sua volta collegata dall’alto ad un condensatore in
cui il liquido refrigerante è acqua (gura 4.1).
Figura 4.1: Rappresentazione schematica dell’estrattore soxhlet, in verde il percorso della
fase liquida, mentre in giallo tratteggiato il percorso della fase vapore.
Quindi, dopo aver pesato l’alga Nannochloropsis gaditana ed averla inserita nel ltro,
si inserisce il ditale all’interno della camera di estrazione e si collega il condensatore
dall’alto al collo smerigliato della camera, ssando bene il tutto al supporto metallico. Si
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avvia il sistema di rareddamento e si porta il solvente ad una moderata ebollizione con
un termomanto: ha inizio così l’operazione di estrazione.
Il solvente, infatti, vaporizza si sposta in alto nel condensatore ricadendo come con-
densato nella camera di estrazione ed entrando a contatto con l’alga. Attraversa quindi il
ltro in cellulosa portando con sé la frazione lipidica e successivamente viene ricircolato
tramite un condotto laterale al pallone, permettendo così il riutilizzo del solvente per i
cicli successivi.
La temperatura della camera di estrazione dipende dal solvente o miscela di solventi
e, di norma, dovrebbe essere 20° circa inferiore della temperatura di ebollizione del
solvente
Il processo di estrazione a riusso dura complessivamente qualche ora, in base al tipo
di prova/solvente che si sta eettuando. Al termine del processo si trasferisce il contenuto
del pallone in un idoneo contenitore per consentire l’evaporazione del solvente, ed inne
la due frazioni (frazione lipidica e residuo nel ditale ) vengono essiccate in stufa per una
notte.
L’estrattore Soxhlet è costituito dal pallone (da 1000 ml per le prove con 10 g di alga);
dalla camera di estrazione collegata al pallone; dal condensatore collegato a sua volta
alla camera di estrazione; il tutto è tenuto in posizione da un supporto metallico. Le
dimensioni dell’apparato variano in base al quantitativo di alga che si vuole estrarre.
Si è utilizzata tutta la vetreria disponibile sia per le operazioni di misura delle quantità
di solventi (pipette in vetro e plastica, cilindri graduati) sia per le operazioni di evapora-
zione del solvente (becker e/o beute e piastre). I ditali utilizzati sono di due tipi: ditali in
cellulosa MN 645 (dimensioni 23x100 mm) per le prove con 1 g di alga; ditali in cellulosa
della Munktell (dimensioni 43x123 mm) per le prove con 10 g di alga. Un termomanto è
stato utilizzato per riscaldare il pallone contenente il solvente ed una stufa per essiccare
le frazioni trovate.
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4.3 Metodi di Caratterizzazione
4.3.1 Analisi Immediata
L’analisi immediata o proximate analysis consiste nel determinare il contenuto di umidità
(U), la frazione volatile (VM), il carbonio sso (FC) e le ceneri (Ash) del campione. L’umidità
determinata con questa prova rappresenta tipicamente acqua sicamente legata. Umi-
dità e ceneri, costituiscono la parte non combustibile; sostanze volatili e carbonio sso
rappresentano la frazione combustibile presente nel materiale.
Secondo i metodi di prova comunemente utilizzati, il contenuto di sostanze volatili si
determina riscaldando il campione in atmosfera inerte no ad una temperatura massima
generalmente compresa tra 800 e 950°C, in condizioni normalizzate. Le sostanze volatili
sono costituite dalla porzione di campione, esclusa l’umidità, che si sviluppa sotto forma
gassosa. Il materiale rimanente, escluse le ceneri, è considerato carbonio sso.
La prova di laboratorio consente di dierenziare la frazione di combustibile che brucia
sotto forma gassosa (sostanze volatili) da quella che brucia sotto forma solida (carbonio
sso). In termini quantitativi, i contenuti di sostanze volatili e di carbonio sso sono
fortemente inuenzati dalla temperatura e dalle condizioni di prova adottate dal metodo
utilizzato che va dunque esplicitato.
Semplicando il processo esso si articola attraverso tre fasi distinte:
1. Essiccamento;
2. Devolatilizzazione in atmosfera inerte (N2);
3. Ossidazione del residuo solido della devolatilizzazione (char) in atmosfera ossidante
(O2).
L’analisi immediata può essere eettuata mediante analisi termogravimetrica. La Termo-
gravimetria (TG) o Analisi Termogravimetrica (TGA) consente di valutare la perdita in
peso di un materiale sottoposto ad un programma controllato di temperatura. È possibile
controllare sia il prolo termico sia l’atmosfera cui è soggetto il materiale. L’impiego di
tale tecnica permette la valutazione degli intervalli di temperatura in cui il campione in
esame degrada, dell’entità della formazione di prodotti volatili e residuo solido.
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Il principale vantaggio dell’utilizzo di questa tecnica è legato alle quantità assai limitate
di campione necessarie per l’eettuazione delle prove sperimentali (dell’ordine dei pochi
mg).
Strumentazione
L’apparecchiatura utilizzata per l’analisi termogravimetrica è la termobilancia TA-Q500,
mostrata in gura 4.2a. L’analizzatore è costituito da un corpo centrale, da uno scambia-
tore esterno aria-acqua (non visibile in gura) per il rareddamento della fornace e da
un computer che permette il controllo dell’apparecchiatura, la registrazione e l’analisi dei
dati.
(a) TA Instruments TGA Q500. (b) Direzione dei ussi nell’analisi
termogravimetrica.
Il modulo centrale comprende la fornace, il sistema di ussaggio di gas e la micro-
bilancia; esso realizza il controllo della temperatura della fornace in modo da imporre
al campione il prolo termico desiderato, acquisisce e registra i dati delle varie prove e
li trasmette al computer per le successive elaborazioni. Le informazioni che si rendono
disponibili sono: tempo, temperatura, massa del campione e velocità di perdita in peso.
La gura 4.2b mostra lo schema della fornace; il campione è posizionato su un por-
tacampione che è alloggiato su un braccio della bilancia al centro della fornace. La mi-
crobilancia è posizionata al di sopra della fornace stessa. La fornace è ussata da un gas
(“furnace purge gas”) che consente il condizionamento dell’atmosfera intorno al campione
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e l’allontanamento dei prodotti di degradazione, mentre un secondo usso di gas (“ba-
lance purge gas”) viene inviato alla bilancia e da questa passa nella fornace (gura 4.2b).
Questo secondo usso di gas serve ad impedire o quanto meno a limitare la diusione
dei prodotti di decomposizione del campione verso la microbilancia.
Il controllo del prolo di temperatura del campione è eettuato mediante una termo-
coppia situata in prossimità del campione, che è utilizzata per valutarne la temperatura
e controllare il set-point termico della fornace. L’analizzatore necessita di una calibra-
zione periodica del peso e della temperatura. Quest’ultima è basata sul punto di Curie
(temperatura a cui si ha una transizione magnetica, ovvero una perdita delle proprietà
magnetiche del materiale) di standard ad elevata purezza a temperatura di transizione
nota. La massima temperatura consentita dal sistema è pari a 1000°C, mentre la velocità
di riscaldamento può variare da 0 a 100°C/min. La risoluzione della microbilancia è 0.1µg.
A seconda del programma termico impostato è possibile eettuare diverse prove sia
isoterme sia in scansione variando la velocità di riscaldamento. L’atmosfera in cui vengono
condotte le prove può essere scelta tra diverse possibilità: azoto, aria, miscele a diverso
contenuto di ossigeno o anidride carbonica, ecc. . .
È possibile inoltre cambiare il gas di ussaggio durante lo svolgimento della prova,
eettuando, ad esempio, la prima parte della prova in atmosfera inerte e la successiva in
ambiente ossidante. La portata del gas di ussaggio può variare da 0 a 400 ml/min; in
tutte le prove eettuate il usso complessivo di gas è stato mantenuto costante, pari ad
un valore di 100 ml/min.
Il campione, che può essere sia solido che liquido, viene posto in appositi crogioli di
allumina, accuratamente puliti, posizionati sul piattello della termobilancia, il quale andrà
all’interno della fornace. La quantità di campione comunemente impiegata è di circa
10-15 mg.
I dati che si ottengono possono, poi, essere analizzati con l’ausilio dell’apposito soware
“Universal Analysis 2000”.
La procedura seguita per l’esecuzione delle prove in termobilancia è stata la seguente:
1. Impostazione del programma termico al processore;
2. Acquisizione della tara con il solo crogiolo posizionato sul piattello;
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3. Preparazione del campione avendo cura di ottenere campioni di massa simile (circa
10-15 mg) per evitare possibili eetti legati alla dierenza di massa;
4. Posizionamento del campione sul piattello e caricamento nella fornace;
5. Start della prova.
Il programma termico utilizzato in questo lavoro prevede una parte iniziale di riscaldamen-
to del campione da temperatura ambiente no a 105°C ed un’isoterma di 10 minuti a tale
temperatura, in modo da garantire la perdita totale dell’umidità contenuta nel campione.
Il programma prosegue con il successivo riscaldamento del campione in atmosfera
inerte no a raggiungere i 900°C, che consente di completare la devolatilizzazione del
campione. Una volta raggiunta tale temperatura, il usso del gas passa ad aria , per
ottenere una fase nale di ossidazione del char prodotto, tramite un’isoterma di 10 minuti
in atmosfera di aria, che permettere di valutare il quantitativo di ceneri contenute nei
campioni.
4.3.2 Analisi Elementare CHN
Il contenuto percentuale di carbonio, idrogeno, azoto e ossigeno rappresenta la cosiddetta
analisi elementare. Tali elementi, ai quali per integrare l’informazione analitica viene
spesso aggiunta la determinazione di zolfo e cloro, costituiscono la parte organica del
campione. Il contenuto di ossigeno viene generalmente calcolato per dierenza, sottraendo
a 100 i contenuti di carbonio, idrogeno, azoto, zolfo, cloro e ceneri.
I metodi impiegati per l’analisi elementare, seppure molteplici, si basano sul principio
della combustione in corrente di ossigeno (metodo Dumas) seguita dalla determinazione
quantitativa dei prodotti di reazione.
In generale è possibile distinguere le strumentazioni per l’analisi elementare in due
categorie:
• Strumenti per la microanalisi, spesso utilizzati per la determinazione della formula
bruta di composti organici incogniti, che analizzano campioni no a 2 mg circa;
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• Strumenti per la macroanalisi utilizzati per il controllo di qualità, specie in campo
industriale, che operano con quantità più elevate (no a 1 g circa), e quindi più
rappresentative di miscele o materiali non omogenei.
Gli strumenti CHNS per microanalisi prevedono comunemente una combustione di-
namica “ash”, seguita da riduzione, separazione cromatograca dei gas di combustione
e rivelazione con rivelatore a termoconducibilità. Gli strumenti che possono essere uti-
lizzati per la macroanalisi includono l’analizzatore “LECO TruSpec CHN ” e l’analizzatore
“Elementar vario Macro CHNS”.
Strumentazione
Per la macroanalisi è stato utilizzato l’analizzatore elementare LECO TruSpec CHN rappre-
sentato in gura 4.2. Dedicato all’analisi elementare di campioni organici, lo strumento
opera con un forno a resistenza (diviso in primario e secondario) alla temperatura di
circa 1000°C in corrente di ossigeno, ed è dotato di quattro rivelatori, ciascuno dei quali
dedicato ad un elemento.
Il metodo di rilevazione è ad assorbimento all’infrarosso per carbonio e idrogeno e
a conducibilità termica per azoto; il quarto rilevatore viene utilizzato per il controllo di
combustione. Lo strumento è espandibile all’analisi dello zolfo, con modulo e rivelatore IR
dedicato. Ha tempi di analisi molto brevi: per una determinazione occorrono tipicamente
circa 4 minuti, e permette l’analisi di macrocampioni, no a 1 g circa.
Figura 4.2: Analizzatore elementare LECO TruSpec CHN.
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Il principio di funzionamento di questo strumento prevede una combustione rapida e
completa del campione all’interno di una fornace, alla temperatura di 950°C in eccesso
di ossigeno. I prodotti della combustione sono fatti passare attraverso un forno di post-
combustione a 850°C per un’ulteriore ossidazione.
La combustione avviene nel lato primario di un tubo posto all’interno dello strumen-
to, mentre nel lato secondario si ha una post-combustione che garantisce la comple-
ta ossidazione. I crogioli porosi (porous crucible) raccolgono le ceneri formate durante
l’analisi.
I gas di combustione (anidride carbonica, acqua e ossidi di azoto) sono poi raccolti
in un contenitore, detto ballast, di volume pari a 4.5 litri, all’interno del quale sono
omogeneizzati ed inviati alle rispettive unità di rivelazione. I gas sono inviati a due
rivelatori ad assorbimento infrarosso per la misura dell’anidride carbonica e dell’acqua;
infatti il carbonio è misurato sotto forma di CO2 e l’idrogeno sotto forma di H2O.
Un’aliquota dei gas di combustione, pari a 3 cc, è invece trasferita in un usso di elio e
fatta passare attraverso un catalizzatore di rame caldo per la rimozione dell’ossigeno e la
conversione degli NOx ad azoto elementare ed attraverso ulteriori ltri per la rimozione
dell’anidride carbonica e dell’acqua. Inne un rivelatore a termoconducibilità è usato per
la determinazione del contenuto di azoto.
I gas di cui necessita l’apparecchiatura sono elio, ossigeno e azoto. L’elio (purezza
99,99 %) è il gas di trasporto dei prodotti della combustione, l’ossigeno (purezza 99,99
%) agisce da comburente mentre l’aria (secca e priva di olio) ha funzione pneumatica.
L’analizzatore LECO TruSpec CHN è perfettamente rispondente alla norma di riferi-
mento per l’analisi elementare delle biomasse, l’ASTM D 5373. Sulla base dei dati di
calibrazione ottenuti con materiali di riferimento standard di composizione nota (comune-
mente viene impiegato l’acido etilendiamminotetraacetico o EDTA), lo strumento fornisce
la percentuale in peso dei vari elementi presenti nel campione.
4.3.3 Potere calorico
Il potere calorico indica la quantità di calore che si sviluppa dall’unità di massa (peso) di un
materiale nella sua combustione completa con ossigeno in un calorimetro normalizzato.
Di solito è misurato in termini di quantità di energia per unità di massa, o volume,
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quindi per i solidi in kcal/kg o MJ/kg, per i liquidi in kcal/l o MJ/l e per i gas in
kcal/Nm3 o MJ/Nm3. Il potere calorico di un combustibile può essere espresso in
due modi: potere calorico superiore (PCS) e potere calorico inferiore o netto (PCI).
Il potere calorico si distingue in potere calorico superiore e inferiore a seconda che
l’acqua formatasi nella combustione venga considerata allo stato liquido, come avviene
nelle determinazioni calorimetriche, o allo stato di vapore.
Nel potere calorico superiore è infatti incluso il calore di condensazione dell’acqua
contenuta nel combustibile o formatasi durante la combustione (si considera l’acqua ot-
tenuta allo stato liquido); il potere calorico inferiore invece non comprende il calore di
condensazione dell’acqua ma considera l’acqua ottenuta allo stato vapore. Usualmente i
poteri calorici vengono ottenuti facendo riferimento ai materiali essiccati, cioè con conte-
nuto di umidità pari a zero; se è presente un po’ di umidità bisogna decrementare il potere
calorico della quantità proporzionale al contenuto di acqua presente nella biomassa.
Per la determinazione del potere calorico vi sono dei metodi diretti basati sulla misura
del calore svolto dalla combustione e dei metodi indiretti che permettono, attraverso
formule basate sulla composizione del combustibile, il calcolo del potere calorico. Tra
i metodi diretti, il metodo Berthelot-Mahler è quello universalmente adottato per la sua
accuratezza e praticità. Si misura il calore ceduto all’acqua, contenuta in un calorimetro,
da una nota quantità di combustibile che viene fatto bruciare in atmosfera di ossigeno in
un’apposita bomba calorimetrica (bomba di Mahler). Le condizioni nella bomba sono tali
per cui, al termine della prova, l’acqua presente nel combustibile o formatasi durante la
combustione si trova allo stato liquido.
Il calorimetro è costituito da un vaso esterno a doppia parete (jacket) ripieno di
acqua e da un vaso interno (bucket) in cui viene messa una quantità determinata di
acqua e in cui viene alloggiata la bomba. Nella bomba, costruita in acciaio inossidabile,
si mette il crogiolo contenente circa 0,5-1 g di sostanza esattamente pesata. Si chiude
il circuito elettrico posizionando il lo di innesco nelle immediate vicinanze, ma non a
diretto contatto, della sostanza da analizzare; il lo di accensione provocherà l’innesco del
combustibile non appena il passaggio della corrente elettrica lo renderà incandescente.
Si avvita il cappello di chiusura e attraverso un tubo con rubinetto a spillo si immette
ossigeno, no a stabilire nella bomba una pressione di 25-30 atmosfere. Si immerge quindi
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la bomba nel calorimetro, già riempito con una quantità di acqua determinata. Quando la
temperatura dell’acqua del vaso calorimetrico ha raggiunto l’equilibrio, si chiude il circuito
elettrico provocando l’accensione del combustibile, e si registra la temperatura dell’acqua.
Per il calcolo del potere calorico superiore occorre tener conto dell’equivalente in
acqua del calorimetro, ossia della quantità di calore assorbita dal calorimetro stesso. Per
determinarlo si eseguono alcune combustioni su sostanze a potere calorico noto; normal-
mente a questo scopo viene impiegato l’acido benzoico. La determinazione sperimentale
del potere calorico superiore (a volume costante) è la sola prova di laboratorio in grado
di fornire la misura del valore energetico intrinseco di un materiale. Il potere calorico
superiore (PCS) è ottenuto direttamente come risultato della prova mediante la seguente
formula 4.1:
PCS =
E ·∆T − e1 − e2 − e3 − e4
m
(4.1)
Dove:
E è l’equivalente in acqua del calorimetro;
∆T è l’aumento di temperatura corretto, valutato come riportato nel seguito;
e1 è la correzione per il calore di formazione dell’acido nitrico;
e2 è la correzione per il calore di formazione dell’acido solforico;
e3 è la correzione per il calore di combustione del lo di accensione;
e4 è la correzione per il calore di accensione del lo;
m è la massa del campione.
L’aumento corretto di temperatura ∆T (gura 4.3), che tiene conto dello scambio di calore
con l’esterno, è dato dalla formula 4.2:
∆T = Tc − Ta − r1 · (b− a)− r2 · (c− b) (4.2)
Dove:
a è il tempo di accensione;
b è il tempo in cui l’aumento di temperatura raggiunge il 60% del totale;
c è il tempo all’inizio del periodo in cui la variazione di temperatura è divenuta propor-
zionale al tempo (dopo combustione);
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Figura 4.3: Curva temperatura-tempo: 1.Temperatura; 2.Tempo; 3.Periodo preliminare;
4.Periodo principale; 5.Periodo nale; 6.Accensione; 7.T (camicia).
Tc è la temperatura al tempo c;
Ta è la temperatura al tempo dell’accensione;
r1 è la velocità di variazione della temperatura durante il periodo prima dell’accensione;
r2 è la velocità di variazione della temperatura dopo il termine della combustione.
I termini di correzione che tengono conto degli scambi di calore con l’esterno sono nulli
nel caso di calorimetri adiabatici; nel caso di apparecchiature automatiche, tali correzioni
sono calcolate automaticamente.
Nella pratica, per valutare il rendimento di combustione in impianto, ci si riferisce
al potere calorico inferiore: in impianto, infatti, i gas di combustione non vengono mai
scaricati a temperatura tanto bassa da far condensare l’acqua presente e quindi non viene
recuperato il calore di condensazione.
Noto il contenuto di idrogeno del campione, dal PCS può essere calcolato il potere
calorico inferiore. Il PCI viene calcolato al netto del contributo dell’umidità del combu-
stibile e dell’acqua che si forma nella reazione di combustione; si considera cioè che tutta
l’acqua, presente nel combustibile e quella formatasi nella combustione, rimanga allo stato
vapore.
Il potere calorico inferiore a volume costante si ottiene sottraendo dal potere calo-
rico superiore il calore di condensazione dell’acqua come mostrato nell’equazione 4.3.
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L’energia di vaporizzazione, a volume costante, dell’acqua a 25°C è 41,53 kJ/mol, che
corrisponde a 23,05 kJ/kg per l’1% in peso di umidità. Moltiplicando per il rapporto
tra il peso molecolare dell’acqua e il peso atomico dell’idrogeno per il numero di atomi
di idrogeno presenti in una molecola di acqua, è possibile mettere in relazione l’ener-
gia di vaporizzazione al contenuto di idrogeno nel campione. L’energia di vaporizzazione
dell’acqua corrisponde quindi a 206,0 kJ/kg per l’1% in peso di idrogeno nel campione.
PCI = PCS − 206, 0 ·Htot (4.3)
Dove:
PCS è il potere calorico superiore in kJ/kg;
PCI è il potere calorico inferiore in kJ/kg;
Htot è l’idrogeno totale in percentuale,che comprende anche l’idrogeno dell’umidità pre-
sente nel campione.
Strumentazione
Lo strumento utilizzato per l’analisi del potere calorico è un Calorimetro LECO AC-
500. Lo strumento consente di misurare il potere calorico con metodo isoperibolico
in accordo con le norme ASTM, ISO, DIN, BSI. In gura 4.4a viene mostrata la sezione
del calorimetro con indicati i nomi degli elementi presenti al suo interno. La camicia
(jacket) è un contenitore a doppia parete, pieno d’acqua e termicamente isolato con un
coperchio adiabatico. Il calorimetro è fornito di un agitatore azionato da un motore a
velocità costante; per evitare il trasferimento di calore verso e dal calorimetro, l’albero
motore dell’agitatore deve essere dotato di una sezione termoisolata in una guarnizione
tra il coperchio della camicia e la camicia stessa.
Il potere calorico è determinato in ambiente controllato (bomba calorimetrica) ed il
calore che si sviluppa è trasmesso al vaso calorimetrico (contenitore in metallo levigato
- bucket) in cui è immersa la bomba. La temperatura dell’acqua è misurata con un
termometro elettronico, con risoluzione pari a 0,0001°C. Il microprocessore misura la
temperatura dell’acqua del secchiello della bomba ogni 6 secondi. Lo strumento registra
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ed elabora le dierenze di temperatura tra le fasi di pre-accensione e post-accensione,
presentando risultati corretti per la lunghezza del lo o per il contenuto di zolfo, azoto,
umidità e ceneri del campione.
(a) Sezione del calorimetro: 1.Agitatore; 2.Coper-
chio camicia; 3.Conduttori di accensione; 4.Termo-
metro; 5.Vaso calorimetrico; 6.Camicia; 7.Bomba
calorimetrica.
(b) Bomba calorimetrica (Bomba di Mahler).
Caratteristica principale di questo calorimetro isoperibolico è la gestione automatica
delle temperature del vaso e della camicia; ciò consente di eettuare analisi in continuo,
senza dover attendere la termostatazione dell’acqua. Il calorimetro dispone inoltre di
un sistema di ricircolo dell’acqua a circuito chiuso. La bomba calorimetrica (Bomba di
Mahler), resistente alla corrosione, ha un volume di 1 litro ed è tarata per resistere ad
una pressione di 350 bar. Il coperchio è concepito per poter alloggiare al suo interno il
crogiolo e il dispositivo di accensione elettrica. Il sistema di carico dell’ossigeno è dotato
di un regolatore automatico di pressione tarato a 30 bar. Il sistema di evacuazione dei gas
di combustione è regolato da una valvola a “spillo” che ne consente un rilascio lento; ciò
permette, in caso di necessità, di “recuperare” suddetto gas per analisi di Cloro o Zolfo.
In gura 4.4b è riportata la bomba con i suoi componenti.
L’unità calorimetrica ha le seguenti caratteristiche:
• Range operativo da 6000 a 15000 BTU/lb (per 1 grammo di campione);
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• Precisione < 0.05% RSD basato su analisi di acido benzoico, 1 g;
• Risoluzione 1 BTU/lb; 0.1 cal/g; 0.001 MJ/kg;
• Durata dell’analisi:
– Metodo Regnault-Pfaundler: lo strumento registra ed elabora le dierenze
di temperatura tra le fasi di pre-accensione e post-accensione con periodo
di valutazione abbastanza lungo per assicurare un’adeguata accuratezza (20
minuti);
– Metodo High Precision: la modalità ad alta precisione utilizza un algoritmo che
calcola il calore trasferito sulla conoscenza della misura delle diverse variabili.
Il tempo di analisi è ben ottimizzato per fornire la massima accuratezza dei
risultati (8 minuti);
– Metodo Predictive: utilizza algoritmi di stima per consentire all’operatore di
ridurre il tempo di analisi (4,5 ÷ 7,5 minuti).
• Risoluzione della temperatura misurata: 0,0001°C.
Procedura Sperimentale
I campioni solidi, prima di essere sottoposti ad analisi, vengono macinati ed essiccati in
stufa a 105°C. Si procede all’analisi utilizzando la seguente procedura:
1. Tarare il crogiolo e pesare il campione rimanendo in un range di 0,5-1,4 g;
2. Inserire il valore del peso e l’identicazione del campione nel programma di acqui-
sizione dati;
3. Introdurre il crogiolo nell’apposito alloggiamento. Fissare il lo di accensione ai
due elettrodi avendo cura che questo non venga in contatto né col crogiolo né col
campione;
4. Porre la testa della bomba sulla camera di combustione e avvitare la ghiera di
chiusura;
5. Chiudere, avvitandola, la valvola a spillo;
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6. Collegare la bomba al sistema di caricamento dell’ossigeno ed immettere il gas no
a raggiungere una pressione di 25-30 atmosfere;
7. Estrarre il vaso dal calorimetro e riempirlo con acqua distillata o demineralizzata,
nella quantità predisposta dal sistema di misurazione automatico (2 litri);
8. Posizionare il vaso nel vano del calorimetro e collocare la bomba al suo interno;
9. Controllare che l’acqua ricopra completamente la bomba e che questa sia a tenuta
(nessuna presenza di bolle);
10. Collegare alla bomba i conduttori di accensione e chiudere il coperchio;
11. Impostare uno dei tre metodi (nelle analisi condotte è stato impiegato il metodo High
Precision perché permette la massima accuratezza con tempi relativamente brevi);
12. Procedere con l’analisi.
A questo punto, il calorimetro provvede a fornire il valore del potere calorico supe-
riore del campione, sulla base della calibrazione precedentemente eettuata impiegando
acido benzoico come campione. Il calorimetro tiene conto delle correzioni per gli scambi
di calore con l’esterno e delle correzioni per il calore di combustione del lo di accen-
sione. Tiene inoltre conto delle correzioni termochimiche dovute al calore di formazione
dell’acido nitrico e dell’acido solforico.
Ciascun risultato è stato ottenuto come media di almeno due prove. Il potere calorico
inferiore si ottiene dalla formula vista precedentemente, dove la percentuale di idrogeno
è ricavata mediante analisi elementare del campione.
A ne analisi rimuovere la bomba dal calorimetro, lasciarla riposare per qualche mi-
nuto e ridurre lentamente la pressione tramite la valvola. Aprire la bomba e vericare
che sia avvenuta la combustione completa, vale a dire che non vi siano né deposito fu-
ligginoso all’interno della bomba né tracce di carbonio residuo sui lati del crogiolo. Inne
risciacquare e asciugare la bomba, avendo cura di rimuovere dal crogiolo le ceneri di
combustione.
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4.3.4 Analisi con Microscopio Elettronico a Scansione (SEM)
La microscopia elettronica a scansione (SEM) è un sistema di analisi operante in condizioni
di alto vuoto, dove il campione è fatto interagire con un fascio elettronico ad elevata ener-
gia. Le modiche nella sua struttura atomica, provocate dal fascio elettronico, originano
numerosi segnali, che se registrati, costituiscono una fonte di informazioni sulla struttura
morfologica e sulla composizione chimico – sica del campione.
Il sistema di microanalisi elettronica a dispersione di energia (E.D.S.) è una tecnica
non distruttiva e può misurare concentrazioni di 100 ppm. Quando un fascio di elettroni
fortemente accelerati e nemente focalizzato colpisce un campione, vengono prodotte una
serie di radiazioni, tra cui raggi X caratteristici degli elementi chimici che costituiscono il
campione. Dalla misura della lunghezza d’onda e dalla intensità dei raggi X prodotti, gli
elementi chimici presenti possono essere identicati e le loro concentrazioni ottenute per
comparazione con standard di riferimento.
Strumentazione
I campioni sono stati sottoposti ad un esame al microscopio elettronico a scansione JEOL
5600 LV dotato di sistema di microanalisi E.D.S. (gura 4.4) per l’analisi morfologica ed
elementare.
Figura 4.4: Microscopio elettronico a scansione (SEM) JEOL 5600 LV.
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4.4 Analisi dell’Azoto Ammoniacale
Il metodo utilizzato per questo lavoro è quello che utilizza il reattivo di Nessler. L’am-
moniaca presente in acqua reagisce con il reattivo di Nessler, una soluzione alcalina di
iodo-mercurato di potassio, per dare un complesso colorato (giallo pallido - giallo bruno)
analizzabile allo spettrofotometro a luce visibile con una lunghezza d’onda λ = 420nm. Le
reazioni che avvengono con l’ammoniaca sono la 4.4 e 4.5:
2(HgI2 +KI) + 2NH3 −→ 2(NH3HgI2) + 2KI (4.4)
2(NH3HgI2) −→ NH2Hg2I3 +NH4I (4.5)
Il campo di applicazione sta tra 0,4 e 4 mg/l di ammonio.
Ci sono elementi come Ca, Mg, Fe e Solfuri che possono provocare intorpidimento della
soluzione in presenza del reattivo di Nessler. È opportuno quindi precipitarli con una base
e del solfato di zinco ZnSO4. Successivamente, per migliorare la stabilità dei composti
che possono generare intorpidimento, si può aggiungere l’EDTA o il sale di Seignette.
Le soluzioni e i reattivi richiesti per questo tipo di prova sono i seguenti:
• Soluzione di ZnSO4 ad azione occulante;
• Soluzione di EDTA 0.05 M ad azione stabilizzante;
• Reattivo di Nessler;
• Soluzione di NH4Cl per la taratura dello spettrofotometro.
4.4.1 Procedimento di Analisi dei Campioni
Dopo aver eettuato la taratura dello spettrofotometro, spiegato nella sezione 4.4.2, si
procede con l’analisi dei campioni incogniti:
1. Prelevare 40 ml di campione e inserirlo in una provetta falcon;
2. Centrifugare la falcon a 5000 rpm per 10 minuti;
3. In un’altra falcon aggiungere:
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• 1 ml del surnatante del campione centrifugato;
• 2 ml della soluzione di soluzione occulante ZnSO4;
• 37 ml di H2O.
4. Centrifugare quest’ultima falcon a 5000 rpm per 10 minuti;
5. Prendere un matraccio da 100 ml e aggiungere:
• x ml di campione della falcon chiaricata;
• 2 ml di EDTA;
• 4 ml di reattivo di Nessler;
• Portare a volume con H2O.
6. Aspettare 30 minuti;
7. Eettuare la misurazione allo spettrofotometro.
La quantità x di campione chiaricato prelevato dalla falcon dipende dal tipo di campione,
tale volume da prelevare è stato scelto dopo alcune prove preliminari.
Una volta acquisita la concentrazione misurata allo spettrofotometro, si deve risalire
alla concentrazione reale tramite il fattore di diluizione utilizzato per ogni campione.
4.4.2 Taratura dello Spettrofotometro
Lo spettrofotometro viene tarato con 5 o più soluzioni di NH4Cl a concentrazione nota,
vengono aggiunti tutte le soluzioni stabilizzanti e occulanti utilizzate nella procedura
sopra descritta in modo da inserire l’inuenza di queste soluzioni sull’assorbimento della
luce.
4.5 Analisi dei Dati del Gascromatografo
Durante la prova di digestione vengono eettuati dei campionamenti intermedi per sta-
bilire la concentrazione dei gas presenti nelle giare in modo da valutare la quantità di
metano prodotto. Viene utilizzato un µGC (Agilent 3000).
La linea di campionamento (gura 4.5) comprende:
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Figura 4.5: Schematizzazione della linea di campionamento.
• Tubo di uscita gas dalla giara;
• Filtro raccolta condense;
• Elettrovalvola (apri/chiudi);
• Rubinetteria per eettuare lo spurgo con azoto quando viene eettuato il campio-
namento di un’altra giara;
• Rubinetto apri-chiudi che permette di campionare oppure di escludere l’ingresso del
gas in entrata al gas cromatografo, questo rubinetto contiene anche un raccordo a
1
16" ;
• Linea di introduzione campione da 116" in acciaio;
• Filtro a membrana da 5µm per eliminare H2O/particolato dal usso di gas per non
danneggiare il µGC;
• Pompa di campionamento per l’analisi di miscele non pressurizzate in fase gassosa
(la pressione massima del gas da analizzare al punto di prelievo non deve essere
superiore a 2 bar); si trova all’interno del µGC, è programmabile e attivabile tramite
il soware di controllo dello strumento.
Modalità di Campionamento
La procedura da utilizzare per il campionamento dei biogas è descritta di seguito:
1. Aprire le bombole del gas carrier ;
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2. Accendere e condizionare il µGC;
3. Controllare che l’alimentazione dei gas di trasporto del µGC sia suciente per
esecuzione delle analisi;
4. Tramite il soware di controllo del µGC, impostare il metodo per il campionamento
e l’esecuzione dell’analisi;
5. Flussare con azoto l’intera linea di campionamento;
6. A condizioni stabilizzate, aprire il rubinetto e l’elettrovalvola (comando da PC) e
iniziare il campionamento: questa azione è eettuata in maniera discontinua; il tempo
minimo di campionamento è determinato dalla durata della corsa cromatograca
(circa 3÷5 minuti);
7. Quando l’analisi è completata, chiudere il rubinetto e la elettrovalvola per arrestare
il campionamento;
8. Quando si deve passare alla giara successiva ussare con azoto l’intera linea di
campionamento per evitare di campionare del biogas della giara precedente.
4.5.1 Descrizione Generale della Tecnica di Analisi
La cromatograa comprende una serie di tecniche analitiche di separazione di una miscela
nei suoi componenti, basate sulla migrazione dierenziale dei vari composti in un sistema
di due fasi, di cui una ssa, detta fase stazionaria ed una in movimento, detta fase mobile.
Tutti i metodi cromatograci prevedono la presenza di queste due fasi, la fase stazio-
naria e la fase mobile, immiscibili fra loro e poste in contatto.
La miscela campione, introdotta nella fase mobile, subisce una serie di ripartizioni fra
le due fasi, mentre viene trascinata dalla fase mobile. La dierenza di anità dei vari
componenti per le due fasi determina la dierente velocità di migrazione di questi, con
conseguente separazione degli stessi.
I metodi cromatograci possono essere classicati in vari modi:
• Una prima classicazione è basata sul tipo di supporto che consente il contatto fra
fase stazionaria e fase mobile. Nella cromatograa su colonna, la fase stazionaria è
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contenuta in un tubo attraverso il quale viene forzata la fase mobile per pressione o
gravità. Nella cromatograa planare la fase stazionaria è supportata su una supercie
piana.
• Una seconda classicazione è basata sullo stato sico della fase mobile: se questa
è un liquido, si parla di cromatograa liquida, se è un gas, si ha la gascromatogra-
a. Nella gascromatograa (GC), la fase mobile è un gas che uisce attraverso una
colonna, in cui si trova la fase stazionaria. Con questa tecnica è possibile analizzare
campioni gassosi, liquidi o solidi. Le sostanze da separare devono essere portate
ad una temperatura suciente a renderle gassose o comunque portarle allo stato di
vapore. L’iniettore e la colonna devono essere dunque portati alla temperatura che
rende volatili le specie da separare e termostatizzati.
La gascromatograa risulta quindi applicabile solamente a sostanze volatili e stabili ter-
micamente. Altre classicazioni sono basate sulla natura della fase stazionaria e dei
meccanismi della separazione (adsorbimento, ripartizione, scambio ionico, esclusione,
anità).
Un dispositivo cromatograco comprende i seguenti elementi fondamentali: un sistema
di alimentazione della fase mobile, un sistema di iniezione o deposizione del campione, la
colonna cromatograca, e inne un sistema di rivelazione dei componenti eluiti.
La cromatograa rappresenta oggi uno dei procedimenti di separazione più ecienti,
e può quindi essere utilizzata per eseguire l’analisi di miscele anche assai complesse. Ha
inoltre il vantaggio di essere molto versatile, di larga applicabilità, di dare risposte in
tempi brevi, e di richiedere quantità di campione molto piccole.
Poiché con opportuni rivelatori è possibile individuare e determinare quantitativa-
mente concentrazioni anche estremamente basse di soluti, i metodi cromatograci rap-
presentano una delle tecniche più importanti e più diuse della chimica analitica. Per
l’analisi del biogas è stata utilizzata la gascromatograa. In gascromatograa i metodi
usati sono essenzialmente i due seguenti:
Cromatograa di Adsorbimento gas-solido: La fase stazionaria è un solido attivo ca-
pace di adsorbire i soluti presenti nella fase gassosa; il meccanismo di separazione
è quindi dovuto all’adsorbimento selettivo dei soluti;
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Cromatograa di Ripartizione gas-liquido: La fase stazionaria è liquida ed il meccani-
smo di separazione è dovuto alla ripartizione dei soluti fra la fase gassosa e la fase
liquida stazionaria. La fase mobile (che è un gas) non dà interazioni speciche né con
i soluti, né con la fase ssa, è solo cioè una fase trascinante; i soluti sono interessati
in interazioni speciche solamente con la fase stazionaria.
Cromatograa di Eluizione: , il campione viene introdotto in testa alla colonna e la
fase mobile, costituita dal gas di trasporto, viene fatta uire attraverso la colonna
riempita di fase stazionaria. Durante l’attraversamento della colonna, i componenti
presenti nel campione si ripartiscono in modo caratteristico tra la fase mobile e
quella stazionaria. Poiché un composto può muoversi attraverso la colonna solo
quando è nella fase mobile, la velocità media alla quale il composto migra dipenderà
dalla frazione di tempo che esso trascorre in questa fase. Questa frazione è piccola
per i soluti fortemente trattenuti dalla fase stazionaria, ed è elevata quando più
probabile è la ritenzione nella fase mobile. Di conseguenza, si ha una diversità nei
tempi di percorrenza della colonna da parte di ciascun composto. Se un rivelatore
che risponde alla concentrazione del soluto è posto all’uscita della colonna ed il suo
segnale viene riportato in funzione del tempo, si ottiene un graco costituito da
una serie di picchi, detto cromatogramma, in cui ciascun picco, avente un tempo
caratteristico detto tempo di ritenzione, corrisponde ad un composto separato nella
colonna.
La cromatograa può essere utilizzata per l’identicazione qualitativa e la determinazio-
ne quantitativa dei composti analizzati. L’accoppiamento della gascromatograa con la
spettrometria di massa (GC/MS) costituisce un potente metodo di indagine per l’analisi
qualitativa di miscele complesse in quanto combina le grandi capacità di separazione del-
la GC con la capacità di identicazione e caratterizzazione della struttura delle molecole
tipica della spettrometria di massa.
Con la maggior parte degli altri rivelatori, l’unica informazione qualitativa ottenibile
è il tempo di ritenzione. Se le condizioni operative sono determinate e riproducibili,
i tempi di ritenzione dei componenti di un campione possono essere confrontati con
quelli di composti noti. Si deve tener presente tuttavia che una coincidenza dei tempi
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di ritenzione non costituisce una prova assoluta dell’identicazione di una specie. Due
composti dierenti possono infatti non essere separati, in quanto hanno su una data
colonna lo stesso tempo di ritenzione in determinate condizioni operative. L’identità di
un costituente può essere confermata o cambiando le condizioni operative, facendo cioè
variare la temperatura, o eseguendo un nuovo cromatogramma su una colonna con una
dierente fase stazionaria. La coincidenza fra i tempi di ritenzione ricavati su due colonne
dierenti è un indice probativo sull’identità di una certa specie.
Il maggiore impiego della cromatograa è, tuttavia, nell’analisi quantitativa delle mi-
scele. L’analisi quantitativa è basata sulla misura dell’area di ciascun picco ed è legata alla
linearità di risposta del rivelatore al variare della concentrazione del campione euen-
te dalla colonna. Quando ciò si verica, l’area compresa fra la linea di base e la curva
descritta dal picco cromatograco è proporzionale alla quantità di sostanza che dà luogo
al picco stesso. In generale, i coecienti di proporzionalità per composti diversi sono
dierenti.
È necessario quindi ricorrere alla calibrazione della risposta dello strumento, che può
essere eseguita secondo vari metodi:
• Metodo della taratura diretta;
• Metodo della normalizzazione interna;
• Metodo della standardizzazione interna;
• Metodo delle aggiunte.
Nel metodo della taratura diretta, vengono iniettate quantità note del componente da
determinare, e vengono misurate le aree dei picchi; si costruisce poi una curva di cali-
brazione che riporta l’area del picco in funzione della quantità dello standard iniettato.
Iniettando quindi un’aliquota nota di campione, si misura l’area corrispondente al picco
del prodotto di interesse e, dalla curva di calibrazione, si determina la sua quantità.
Descrizione del Metodo di Analisi
Il sistema SRA Soprane Networked Data System è stato realizzato per controllare tutti
i parametri del µGC (quali attivazione di valvole, impostazione temperatura di colonna,
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ingresso campione e linee di trasferimento, gestione dei segnali dei rivelatori, pneumatica
elettronica) per eseguire calcoli e per archiviare risultati. I segnali digitali provenienti dalla
scheda del µGC sono acquisiti ad una frequenza di campionamento variabile da 20, 50 o
100 Hz. Il soware Soprane può controllare il µGC Agilent da un PC esterno utilizzando
la scheda di comunicazione LAN standard tramite protocollo (TCP/IP). È possibile infatti
creare e modicare metodi e dall’analisi ottenere graci costituiti da una serie di picchi,
detti cromatogrammi, in cui ciascun picco, avente un tempo caratteristico detto tempo di
ritenzione, corrisponde ad un composto separato nella colonna. Nelle gure 4.6a e 4.6b
(a) (b)
Figura 4.6: Esempio di cromatogramma ottenuto per il modulo A (a) e per il modulo B (b).
sono mostrati i cromatogrammi rispettivamente per il modulo A (colonna a setacci mole-
colari adatta per la separazione di H2, O2, N2, CH4, CO) e per il modulo B (colonna PLOT
U adatta per la separazione di CO2, C2H4, C2H6, C2H2) ottenuti in un campionamento
di biogas presente in una giara.
4.5.2 Strumentazione
Lo strumento utilizzato per l’analisi dei biogas è il µGC Agilent 3000 (gura 4.7) il quale
può eseguire una completa analisi di idrogeno, di idrocarburi saturi e olenici (C1-C5 e
C6 + picchi raggruppati) e di gas ssi (O2, N2, CO, CO2) in meno di 160 secondi. Il µGC
Agilent 3000 può simultaneamente analizzare campioni su un massimo di quattro canali
indipendenti. Ogni canale (o modulo) è composto da un iniettore, da una colonna capillare
ad alta risoluzione e da un rivelatore a conducibilità termica (TCD, Thermal Conductivity
Detector ). Questo design ore la massima essibilità dell’applicazione, consentendo di
sostituire i singoli moduli per adattarsi a esigenze applicative diverse.
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Figura 4.7: Analizzatore µGC Agilent 3000.
A dierenza dei tradizionali sistemi, il µGC Agilent 3000, data la sua compattezza, è
facile da trasportare direttamente nel luogo di campionamento. Infatti pesa 5,1 Kg ed è
alto 15 cm, largo 25 cm, profondo 41 cm. È quindi ideale per il lavoro sul campo, per le
stazioni di prova, per impianti pilota, in linee di processo o ovunque ci sia bisogno di
risposte in loco. Per eettuare l’analisi occorrono le bombole di gas di trasporto e un
computer per il controllo strumentale e l’acquisizione dati.
Il µGC Agilent 3000 utilizzato in questa sperimentazione è a due canali analitici. Il
primo canale è una colonna a setacci molecolari Molsieve 5A (10 m x 0,32 mm x 12 µm)
adatta per la separazione di H2, O2, N2, CH4, CO utilizzando Argon (Ar) come gas di
trasporto. Questo canale è dotato di iniettore backush riscaldato, ovvero di sistema di
introduzione completo di pre-colonna per il taglio programmato dei composti indesiderati
in colonna analitica. Il secondo canale è una colonna PLOT U (8 m x 0,32 mm x 30 µm)
per la separazione di CO2, C2H4, C2H6, C2H2 ed utilizza Elio (He) come gas di trasporto.
Ogni canale analitico è costituito da un Modulo Plug-and-Play che integra le seguenti parti
principali:
• Micro-iniettore riscaldato dotato di controllo del volume campione variabile da 1 a
10 µL o volume sso da 1µL;
• Colonna analitica e colonna di riferimento capillari ad elevata ecienza, entrambe
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inserite in un comparto termostatato a temperatura costante (temperatura massima
180 °C);
• Micro-rivelatore universale Solid State Detector con volume interno da 240µL;
• Micro-EPC (Electronic Pressure Control ) per il controllo e programmazione elettro-
nica della pressione in testa alla colonna;
• Scheda elettronica di controllo ed acquisizione.
Il MicroGC 3000 comprende inoltre:
• Pompa di campionamento per l’analisi di miscele non pressurizzate in fase gasso-
sa (pressione massima del gas da analizzare al punto di prelievo non deve essere
superiore a 2 bar);
• Filtro a membrana da 5µm;
• Linee di introduzione campione da 116”;
• Interfaccia LAN per il controllo dello strumento.
Le speciche tecniche principali sono le seguenti:
• Sensibilità: 1− 10 ppm per la maggior parte dei componenti;
• Range dinamico: 6 ordini;
• Ripetibilità: ≤ 1% RSD (iniettore a volume sso), ≤ 0.2% RSD (in volume variabile).
4.6 Analisi dei Dati del Digestore Anaerobico
Di seguito viene descritto il funzionamento del codice MATLAB che, partendo da un data-
base di dati presente su due le Excel, riesce a fornire in output il potenziale metanigeno
(BMP) e i parametri cinetici del modello estrapolato dai dati sperimentali. Il modello ci-
netico utilizzato è la modied Gompertz e nell’equazione 4.6 è rappresentata la forma
generica:
y = d · exp
{
mR
cR
· exp [−cR · x]− mS
cS
· exp [−cs · x]
}
(4.6)
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Dove:
d = plateau;
cR = velocità di crescita relativa al esso (rapida);
mR = velocità di crescita relativa iniziale (rapida);
cS = velocità di crescita relativa al esso (lenta);
mS = velocità di crescita relativa iniziale (lenta).
Inoltre vengono trovati i parametri di tting anche dei modelli cinetici più semplici
dell’equazione 4.6; tali modelli sono esposti nella tabella 3.2 a pagina 32.
1. Devono essere preparati due le Excel, il primo contiene i dati di pressione, la scan-
sione temporale, le temperature e i volumi liberi di ogni giara, il secondo contiene
i dati di concentrazione di metano e anidride carbonica misurati durante i campio-
namenti. Questi dati vengono quindi trasformati in matrici e vettori nel formato
necessario per MATLAB;
2. Vengono calcolati l’andamento delle moli e dei volumi, che dovranno ricalcare quel-
lo delle pressioni. Poi vengono calcolate per tutte e tre le grandezze le relati-
ve grandezze cumulate. L’equazione utilizzata è la legge di stato dei gas ideali
(equazione 4.7):
P · V = N ·R · T (4.7)
Il tutto viene mostrato su graci in modo da avere un riscontro sugli andamenti o
se ci sono errori;
3. Il codice adesso scorre tutti i valori di pressione e ricerca i salti di pressione più
alti di un valore limite impostato arbitrariamente; in questo modo vengono prodotte
delle matrici che indicano per ogni giara l’inizio e la ne di ogni campionamento in
modo da correlare la matrice dei tempi di campionamento alle concentrazioni dei
vari campionamenti;
4. Viene calcolata la curva di produzione cumulata del biogas, considerando che ad
ogni campionamento si ha la fuoriuscita anche dell’azoto presente inizialmente nel
sistema. Vengono visualizzati i graci di produzione di biogas;
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5. Vengono calcolate le moli di metano (cumulate) e anidride carbonica presenti ad ogni
campionamento; vengono quindi calcolate le rispettive percentuali %CH4 e %CO2
secondo l’equazione 4.8:
%CH4,tot,i = 100 ·
Vtot,giara,i · %CH4,i +
i∑
j=1
∆Vj · %CH4,j
Vtot,giara,i · (%CH4,i + %CO2,i) +
i∑
j=1
∆Vj · (%CH4,j + %CO2,j) +N2,0
(4.8)
Per la percentuale di anidride carbonica, l’espressione è analoga alla 4.8, ma al
numeratore vengono inserite le moli di CO2 prodotte;
6. Viene calcolato il contenuto di metano (MC) in ogni punto di campionamento secondo
la 4.9:
MC = 100 · %CH4,tot,i
%CH4,tot,i + %CO2,tot,i
(4.9)
In seguito vengono analizzate due strade operative che successivamente verranno
confrontate per appurare eventuali dierenze:
• Il primo metodo (Bm1 ) consiste nel calcolare la curva di produzione del metano
moltiplicando i valori della curva del biogas per il contenuto di metano MC del
campionamento successivo, l’output sarà costituito da curve che presentano
degli “scalini” in corrispondenza dei cambi di MC;
• Il secondo metodo (Bm2) consiste nel creare una funzione MC=f(t) con un tting
a partire dai punti sperimentali di MC calcolato precedentemente. A seconda
della disponibilità di dati per ogni giara l’algoritmo utilizzerà il migliore tra i
seguenti modelli:
– Valore costante quando è presente soltanto un punto di MC, spesso riscon-
trato nei reattori in cui è presente la prova in bianco;
– Interpolazione lineare (2 parametri): y = a · x+ b;
– Modello di potenza (3 parametri): y = a · xb + c;
– Modello esponenziale a 2 termini (4 o più parametri):
y = a · exp(bx) + c · exp(dx)
.
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7. Vengono calcolate le due curve di produzione di metano (Bm1 e Bm2) con i due
metodi descritti sopra, visualizzate su graco e confrontate (gura 4.8);
(a) A titolo di esempio, un set di curve Bm1 e il loro
andamento a scalini.
(b) Un set di curve Bm2. Il loro andamento è più
omogeneo a causa dell’interpolazione del contenuto
di metano.
Figura 4.8: Due esempi di curve Bm1 e Bm2.
8. Le curve sperimentali vengono private della curva del bianco (o della curva media
nel caso ci siano più repliche di bianchi);
9. Viene elaborato il modello cinetico di tutti i set di curve Bm1 e Bm2; viene ese-
guito un confronto tra le due curve modellate sulla loro accuratezza rispetto ai dati
sperimentali di partenza. Viene scelto poi uno dei due set di curve (in genere è
sempre stata scelta la curva Bm2 in quanto dà meno problemi dal punto di vista
della stabilità del tting);
10. Adesso le curve sperimentali a partire dai dati di Bm2 vengono raggruppate per tesi
e visualizzate su graci, viene inoltre calcolata una curva media di produzione che
viene creata eseguendo la media ad ogni istante temporale delle repliche presenti
in ogni tesi (gura 4.9a);
11. Vengono ricavati i parametri cinetici della curva media, e insieme altre tesi vengono
visualizzati i modelli delle curve medie su un graco per un confronto tra vari
substrati (gura 4.9b);
12. Vengono poi calcolati i tempi di inessione delle curve e poi presentati anche i dati
di BMP, MC al ne di eettuare l’analisi statistica con le rispettive deviazioni standard
e fattori di bontà di tting R2.
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(a) Visualizzazione della curva media rispetto alle
curve delle repliche per una tesi.
(b) Confronto nale dei modelli delle curve medie.
Nella pagina seguente, è possibile vedere il workow del codice MATLAB sotto forma
di uno schema a blocchi per visualizzare meglio i vari passaggi che questo eettua.
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CAPITOLO 4. MATERIALI, METODI E STRUMENTI
4.6.1 Il Digestore Anaerobico
L’apparecchiatura per la digestione anaerobica (EDNA – Experimental Device for aNAerobic
digestion) utilizzata nelle sperimentazioni è costituita da una batteria di 21 reattori da 2
litri che lavorano in batch, racchiusi in una cassa coibentata e termostatata, controllata
da un PLC interfacciato ad un PC Windows la cui interfaccia è proposta in gura 4.9.
Figura 4.9: Interfaccia graca del soware di gestione del digestore anaerobico.
Questo apparato viene utilizzato principalmente per la determinazione del potenzia-
le metanigeno (BMP, in inglese Biochemical Methane Potential.) di un certo substrato nel
processo di digestione anaerobica. A causa del numero limitato di reattori presenti nel-
l’apparecchiatura sarà possibile eettuare, ipotizzando 3 repliche per ogni tesi, un totale
di 6 tesi più una tesi riservata al bianco.
Esterno dell’Apparecchiatura
La cassa è costituita completamente da pareti di lamiera con un’intercapedine di lana
di roccia per fornire la coibentazione necessaria. Le pareti sono ssate tra di loro da
stae di alluminio mentre il coperchio (a caricamento verticale) con cerniere di acciaio.
L’ingombro di questa apparecchiatura è di circa 2m di lunghezza e 0.8m sia di profondità
che di altezza, inoltre è posta a circa 0.6m dal pavimento e poggiata su una scaalatura di
acciaio zincato che ospita il sistema di controllo della temperatura all’interno del digestore.
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Il sistema di controllo temperatura consiste in una stufa elettrica che aspira l’aria
dall’ambiente esterno e la immette calda nel digestore attraverso un tubo di alluminio
essibile (φ = 10 cm) anché venga mantenuta la temperatura imposta dal controller
PLC.
Il controller PLC (Programmable Logic Controller ) è un elemento a logica programma-
bile che permette di:
• Misurare, visualizzare (da PC) e controllare la temperatura all’interno del digestore
attraverso la termocoppia posta all’interno e la stufa elettrica esterna;
• Misurare e visualizzare (da PC) la pressione presente in ogni reattore batch attraverso
dei trasduttori di pressione;
• Controllare le elettrovalvole (comando apri/chiudi) di scarico del gas per ogni reat-
tore.
Il PLC si interfaccia al PC e attraverso un soware scritto ad hoc si può monitorare e allo
stesso tempo registrare su un le .csv l’andamento di pressioni e temperatura per tutta
la durata della digestione. Il soware ha le seguenti funzioni:
• Aprire o chiudere le valvole associate ad ogni reattore;
• Permette di impostare la modalità di controllo della valvola in “automatico”, vale a
dire che una volta settati dei valori di pressione minima e massima, il PLC comanderà
le elettrovalvole in modo che se in un reattore si verica una sovrapressione, la
valvola viene aperta per far satare il reattore no a che non si arriva il valore di
pressione minima impostato;
• Impostare il tempo di campionamento dei dati di pressione e temperatura. Gene-
ralmente si utilizza un intervallo di tempo compreso tra i 2 e i 5 minuti.
In gura 4.10 è possibile vedere la disposizione del PC e del digestore anaerobico nelle
condizioni di funzionamento.
Interno dell’Apparecchiatura
All’interno della cassa sono sistemati tutti i 21 reattori con le tubazioni e componenti
necessarie. In gura 4.12 è possibile vedere l’interno dell’apparecchiatura di digestione
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Figura 4.10: Disposizione del PC e del digestore durante le prove di digestione anaerobica.
anaerobica, a sinistra si trova lo spazio per ospitare tutti i reattori mentre a destra si
trova la linea di campionamento e registrazione pressioni.
Come è possibile vedere in gura 4.11, l’apparato di accessori attaccato ad ogni reattore
è costituito dai seguenti componenti:
• Un ltro che raccoglie eventuali condense di umidità;
• Trasduttore di pressione;
• Elettrovalvola;
• Tubazione di plastica rigida (diametro interno 4 mm, spessore 1 mm) per le connes-
sioni, rubinetteria e biforcazione a T per eettuare il collegamento al trasduttore di
pressione.
I reattori sono costituiti da tubi di acciaio a sezione circolare (diametro 12 cm) saldati
sul fondo con una piastrina circolare, mentre in cima è stata saldata una testa angiata
quadrata. Su questa angia sono sistemati:
• 12 fori esterni alla circonferenza del tubo che ospitano i bulloni con testa e dado
esagonale da 10 per chiudere la angia e fare tenuta;
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Figura 4.11: Collegamento dei reattori agli accessori sulla linea di campionamento.
• Due fori interni alla circonferenza del tubo, uno ospita un rubinetto a cui è collegato
internamente un tubo che andrà a pescare nell’ambiente di reazione, mentre nel
secondo è collegato un tubo esternamente, il quale verrà attaccato ai componenti
presenti all’interno del digestore.
Tra le due ange quadrate viene sistemata una guarnizione di gomma spessa 5 mm che
permette di fare tenuta ed evitare la fuoriuscita dei gas che si producono durante la
digestione anaerobica.
All’interno del reattore si ha un contenitore di plastica con un tappo piano ad incastro
del volume complessivo di 2 litri ed è all’interno di questo contenitore che si ha il vero e
proprio sistema di reazione.
In gura 4.13a è possibile vedere l’anatomia del reattore e in gura 4.13b un particolare
per la rubinetteria e attacchi rapidi per il collegamento alla linea di campionamento.
4.6.2 Procedura di Messa in Opera del Digestore
L’inoculo necessario per la prova di digestione deve essere prelevato dal fornitore almeno
due settimane prima del previsto inizio della prova. In questo lasso di tempo l’inoculo
deve essere mantenuto alla temperatura di 37 °C e subire un acclimatamento che consiste
nel fornire del substrato da digerire uguale a quello che verrà utilizzato nella prova di
digestione.
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Figura 4.12: Interno del digestore.
La prova di digestione anaerobica viene messa in opera seguendo una serie di step
successivi:
1. Determinazione dei parametri di processo della prova di digestione, quali tempe-
ratura, volume di reazione, concentrazione del substrato da digerire e rapporto
inoculo/substrato;
2. Determinazione delle “tesi” da inserire nella prova, dove, in ognuna di esse, viene
modicato un parametro cercando di mantenere gli altri costanti. Generalmente
vengono usati più substrati o variati i rapporti tra di loro per eettuare una co-
digestione;
3. Dopo aver calcolato le quantità di substrato o substrati necessari per ogni replica
di ogni tesi, pesare e inserire le quantità precedentemente calcolate in contenitori
per permetterne un eventuale trasporto (gura 4.14);
4. Preparazione della soluzione di nutrienti (buer ), che sarà utilizzata per portare a
volume tutte le giare. Questa soluzione viene prodotta miscelando le due soluzioni
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(a) (b)
Figura 4.13: Parti costituenti il reattore e particolare sulla rubinetteria per l’attacco alla
linea di campionamento.
Figura 4.14: Confezionamento dei campioni di substrato prima del trasporto.
“A” (costituita da A1 e A2) e “B” in parti uguali; nelle tabelle 4.1 e 4.2 viene presentata
la composizione delle 3 soluzioni:
Tabella 4.1: Composizione dei nutrienti nella soluzione A.
Soluzione A
Soluzione A1 Soluzione A2
Sostanza Concentrazione [g/l] Sostanza Concentrazione [g/l]
KH2PO4 5,4 CaCl2 · 2H2O 1,5
Na2HPO4 · 2H2O 11,14 MgCl2 · 6H2O 2
NH4Cl 10,6
5. Riempimento delle bottiglie di plastica nella seguente sequenza:
(a) Inoculo necessario, calcolato precedentemente al punto 1;
(b) Substrato precedentemente pesato;
(c) Mescolamento del liquido con l’aiuto di una bacchetta di vetro per omogeneiz-
zare il contenuto;
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Tabella 4.2: Composizione dei nutrienti nella soluzione B.
Soluzione B
Sostanza Concentrazione [g/l]
MnCl2 0,6945
H3BO3 0,25
ZnCl2 · 8H2O 0,25
CuCl2 · 2H2O 0,15
(NH4)6Mo7O24 · 4H2O 0,0365
CoCl2 · 6H2O 5
NiCl2 0,124
Na2SeO3 0,25
FeCl3 2,76
(d) Aggiunta della soluzione buer portando a volume no al livello segnato sulla
bottiglia.
Nelle seguenti gure, il punto b (gura 4.15a), il punto c (gura 4.15b) e il punto d
(gura 4.16):
(a) (b)
Figura 4.15: Aggiunta del substrato all’inoculo (a), mescolamento della soluzione (b) e
portare a volume ogni contenitore con la soluzione buer (c).
6. Le bottiglie di plastica vengono adesso posizionate nelle rispettive giare di acciaio.
Queste ultime vengono chiuse ermeticamente stringendo i bulloni presenti sulla
angia. I bulloni vengono avvitati in modo diagonale per mantenere la angia meno
inclinata possibile ed evitare problemi di tenuta che si possono vericare durante
la prova di digestione;
7. Le giare vengono sistemate all’interno del digestore collegando i tubi di uscita alle
rispettive linee di campionamento;
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Figura 4.16: Le soluzioni vengono portate a volume di 1 litro.
8. Chiudere il coperchio del digestore, accendere il PLC e il computer;
9. Far partire sul PC il soware di gestione del digestore, connettere il PLC, settare i
parametri e dare inizio alla prova facendo iniziare la registrazione dei dati.
Con un po’ di coordinazione e 4-5 persone, è possibile mettere in opera una prova
di questo tipo in meno di 4 ore. La parte che impiega più tempo in assoluto di questa
procedura è la chiusura delle giare, che nel migliore dei casi viene eettuata utilizzando un
avvitatore elettrico, altrimenti è necessario chiudere tutte le giare a mano, comportando
un tempo aggiuntivo di circa 2 ore.
4.6.3 Procedura di Dismissione della Prova
Alla ne della prova di digestione, si eettuano le seguenti azioni:
1. Sul soware di gestione del digestore si ferma la registrazione dei dati e si esportano
per poterli poi analizzare in un secondo momento;
2. Spurgare le giare aprendo tutte le elettrovalvole;
3. Scollegare il PLC dal PC e spegnere tutte le apparecchiature elettroniche;
4. Aprire il coperchio del digestore, scollegare le tubazioni di collegamento tra giare e
linea di campionamento e smontare tutte le giare;
5. Eettuare la pulizia ti tutte le bottiglie di plastica in modo che siano pronte per la
prova successiva. Il contenuto residuo dalla digestione può essere utilizzato come
ammendante per il terreno.
6. Eettuare la manutenzione ordinaria e, se necessario, anche quella straordinaria.
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4.6.4 Manutenzione del Digestore Anaerobico
Questo tipo di apparecchiatura è stata costruita in modo artigianale, quindi ha bisogno
di manutenzione ordinaria e straordinaria tra una prova di digestione e l’altra.
La manutenzione ordinaria consiste in:
• Controllo di tutte le guarnizioni delle giare per vericare il loro stato di usura ed
eventualmente sostituire quelle più a rischio cedimento, crepatura o foratura;
• Controllo di bulloni e dadi assicurandosi che la lettatura sia integra e che si possano
avvitare senza impedimenti;
• Controllo della tenuta delle giare mettendole in pressione con un compressore e
vericando, immergendole in un contenitore di acqua, che non ci sia sviluppo visibile
di bollicine in nessun punto della giara stessa;
• Controllo delle tubazioni nella linea di campionamento all’interno e all’esterno del
digestore, assicurandosi che i tubi che collegano la sensoristica e le valvole non
presentino giochi, crepature o altri segni di cedimento.
La manutenzione straordinaria consiste in:
• Nel caso in cui nella prova di tenuta precedentemente descritta abbia evidenziato
una perdita di gas nell’acciaio a causa della corrosione (generalmente sulle saldature),
si dovrà procedere al rifacimento della saldatura per sistemare il problema;
• I due fori centrali alla giara contengono collegamenti (attacchi rapidi) per poterci
attaccare i tubi di plastica della linea di campionamento, se questi si staccano o si
usurano, devono essere sostituiti;
• Con la sostituzione delle guarnizioni, è possibile che rimangano dei residui di gomma
sulle ange di acciaio, se il deposito è eccessivo, è necessario toglierlo con uno
scalpello e una spazzola di acciaio.
Nonostante tutti gli accorgimenti presi, è sempre possibile che avvenga un cedimento di
uno qualsiasi dei componenti del digestore durante l’esecuzione della prova di digestione,
portando quindi a scartare una o più giare nell’analisi nale dei dati.
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4.7 Analisi Cinetica della Curva di Produzione di Metano
Una volta calcolate le curve di produzione di metano con il codice MATLAB Elaborazio-
neDati.m, viene utilizzato un altro codice chiamato AnalisiCinetica.m che cerca di trovare
dei parametri cinetici per il modello costituito dal sistema di equazioni dierenziali che
siano tali da creare una curva di produzione modellata che sia il più fedele possibile ai
dati sperimentali.
Il processo di analisi è più semplice rispetto al codice precedente, sono state create
delle funzioni ad hoc che prelevano i dati necessari da alcuni le Excel, diminuiscono il
numero di punti da analizzare praticando una media temporale in modo da avere vettori
contenenti un migliaio di valori contro gli oltre 30000 (per ogni giara) generati dal codice
precedente.
Gli step operativi sono i seguenti:
1. Importazione dei dati delle curve di produzione di metano provenienti da una data
prova di digestione da un le Excel;
2. Riduzione del numero di dati da processare;
3. Denizione dei parametri delle digestioni analizzate come rapporto inoculo/substrato
e concentrazione iniziale di substrato;
4. Calcolo delle rese di produzione massima YP→S ;
5. Ricerca dei parametri cinetici del modello utilizzando la funzione di minimizzazione
di MATLAB®.
La funzione di minimizzazione deve risolvere il modello dierenziale 3.8 proposto a pagi-
na 32 fornendo dei parametri scelti all’interno di intervalli deniti dall’utente e creando
il modello di una curva di produzione di metano; questa curva sarà confrontata dalla
funzione di minimizzazione per cercare il set di parametri che renda minimo il parametro
R2. L’algoritmo utilizzato dalla funzione di minimizzazione è stato il trust region reective,
l’unico che in MATLAB permette l’inserimento degli intervalli di ricerca.
Dopo aver eseguito tutto il codice, il programma scrive i risultati ottenuti dall’analisi
su un le Excel per le manipolazioni successive.
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Capitolo 5
Risultati e Discussione
In questo capitolo verranno esposti i risultati ottenuti per tutte le attività di laboratorio
e di analisi dei dati eettuati durante il periodo di tirocinio.
5.1 Risultati Estrazione della Frazione Lipidica
L’estrazione della frazione lipidica dalla biomassa algale è stata eettuata con una soluzione
3:1 di Esano:Etanolo attraverso un’apparecchiatura soxhlet. La scelta di questo metodo di
estrazione è stato seguendo alcuni parametri fondamentali:
• Riproducibilità in laboratorio con poche attrezzature e metodi di esecuzione semplici;
• Utilizzo di un solvente (o miscela di solventi) economico e non tossico, né per l’utente
che eettua l’estrazione, né per gli organismi batterici che andranno ad eettuare la
digestione;
• Utilizzo di un metodo che abbia una buona resa di estrazione.
Questo processo di estrazione che prevede un buon compromesso tra i parametri
scelti prima, ha una resa di estrazione della frazione lipidica del 12.4% di lipidi estratti su
peso secco dell’alga (Ancona 2016). In gura 5.1 è possibile vedere l’ecacia di estrazione
della frazione lipidica utilizzando due metodi e per il metodo soxhlet alcune miscele di
solventi.
Nella tabella 5.1 sono elencate le rese di estrazione medie per le varie miscele di
solventi investigate.
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Figura 5.1: Percentuale di lipidi estratta in alcune prove con i metodi Bligh & Dyer e
Soxhlet (Ancona 2016).
Tabella 5.1: Risultati di estrazione della frazione lipidica tramite il metodo soxhlet (Ancona
2016).
Estrazione Soxhlet
Miscele solventi
Esano esano-EtOH esano-EtOH CHCl3-EtOH
3:1 1:1 1:1
Numero repliche 2 2 3 2
Media frazione lipidica [%] 8.9 12.21 12.34 17.56
5.2 Risultati Potere Calorico
In tabella 5.2 sono presentati i valori del potere calorico per l’alga tal quale, per il residuo
dell’alga senza frazione lipidica e per la frazione lipidica stessa.
Si osserva che, rispetto alla microalga, la frazione lipidica ha un potere calorico
nettamente maggiore, poiché composta da olio, mentre il residuo risulta avere un potere
calorico minore, essendo impoverito della frazione lipidica.
Tabella 5.2: Potere calorico per l’alga tal quale e le componenti di residuo e frazione
lipidica.
Materiale
PCS (dry) PCI (dry)
[MJ/kg] [MJ/kg]
Microalga 23.62 22.14
Frazione Lipidica 34.01 32.00
Residuo 22.31 20.95
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5.3 Dati e Set-up delle Prove di Digestione Anaerobica
Sono state eettuate 3 campagne di digestione anaerobica, dove si è cercato di analizzare
parametri diversi che potevano inuenzare signicativamente il processo:
• Rapporto Carbonio/Azoto: si è investigata l’inuenza di substrati diversi dall’alga per
vericare eventuali eetti sinergici della miscela di substrati risultante. Eettuando
opportune miscele di alga con l’altro co-digerente, è possibile modicare il rapporto
Carbonio/Azoto;
• Rapporto Inoculo/Substrato: Sono stati analizzati i casi in cui tale rapporto varia tra
1 e 2;
• Concentrazione substrato: Sono state utilizzate varie concentrazioni di substrato
con valori che variano tra 5 e 20 gVSS/l.
Il rapporto C/N viene calcolato partendo dalla composizione elementare fornita dall’analisi
CHN. Il rapporto I/S è calcolato sulla base dei solidi volatili del substrato ricavato tramite
la proximate analisys.
Per questo tipo di prove si è scelto di utilizzare l’alga tal quale e il residuo dell’alga
dopo estrazione lipidica per simulare un diverso approccio delle liere come esposto nella
sezione 1.4 a pagina 9 e per vedere quale fosse stata la dierenza di produzione nale di
metano.
L’inoculo batterico viene prelevato due settimane prima della prova di digestione da
un digestore anaerobico funzionante in continuo, ltrato e immesso in taniche di plastica;
subisce un trattamento chiamato smagrimento o acclimatamento che dovrebbe servire a
far diminuire il più possibile la presenza di carico organico solubile. Questo trattamento si
eettua fornendo del substrato che verrà utilizzato nelle prove di digestione e mantenendo
le taniche alla temperatura di 37 °C e in ambiente anossico (tramite gorgogliamento di
azoto).
5.3.1 Caratteristiche dei Substrati e Co-Substrati
Di seguito vengono esposti i risultati delle analisi immediata ed elementare per i substrati
e co-substrati utilizzati nelle campagne di digestione.
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Tabella 5.3: Caratteristiche dalle analisi immediata ed elementare per i substrati e co-
substrati utilizzati per le prove di digestione anaerobica.
Substrato
TS VS Ash C H N
[%, ar] [%, ar] [%, dry] [%, daf] [%, daf] [%, daf]
Microalga 95,6 87,2 8,8 56,3 7,9 8,1
Residuo Microalga 96,6 87,6 9,4 54,9 7,3 9,2
Cellulosa 91,8 91,7 0,1 43,8 6,2 0
Arundo Donax 51,8 49 5,5 48,4 6,2 0,4
5.3.2 Setup delle Campagne di Digestione
Nelle tabelle 5.4, 5.5 e 5.6 viene elencata la distribuzione dei reattori assegnati per ogni
prova di digestione.
Tabella 5.4: Distribuzione reattori della digestione 1.
Distribuzione reattori Numero Reattore
ANX 1 - 2 - 17 - 19
A 4 - 5 - 6 - 18
AC1 8 - 9 - 16
AC2 3 - 12 - 13 - 21
C 7 - 10 - 11
B 14 - 15 - 20
Tabella 5.5: Distribuzione reattori della digestione 2.
Distribuzione reattori Numero Reattore
ANX 1 - 16 - 19 - 20
A 3 - 6 - 7 - 15
ANX/AD 5 - 9 - 11
A/AD 8 - 10 - 12 - 14
AD 2 - 13 - 18
B 4 - 17 - 21
Ogni prova di digestione, della durata di 40-50 giorni, è suddivisa in sotto-esperimenti,
quest’ultimi vengono condotti con tre o quattro repliche per avere dei dati rappresentativi
in ogni sotto-esperimento.
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Tabella 5.6: Distribuzione reattori della digestione 3.
Distribuzione reattori Numero Reattore
ANX5 2 - 14 - 19
ANX10-IS2 1 - 7 - 17
ANX10-IS1 3 - 9 - 20
ANX20 5 - 11 - 16
B5 8 - 10 - 13
B10 4 - 15 - 21
B20 6 - 12- 18
Digestione 1 Di seguito vengono mostrate, nella tabella 5.7, le condizioni utilizzate per la
prima prova di digestione anaerobica. In questo caso è stato investigata la co-digestione
utilizzando la cellulosa come co-substrato. I 21 reattori del digestore sono stati quindi
ripartiti in 6 gruppi, in cui ogni gruppo costituisce un tipo diverso di miscela alga/cellulosa.
L’obiettivo è quello di ottenere dei rapporti Carbonio/Azoto diversi per ogni gruppo di
reattori.
Tabella 5.7: Tabella riassuntiva della digestione 1.
Substrato Sigla Repliche Composizione C/N
Micro alga ANX 4 100% Microalga 7,0
Residuo micro alga A 4 100% Residuo 6,0
Co-digestione 1 AC1 3 50:50 Residuo/Cellulosa 10,8
Co-digestione 2 AC2 4 25:75 Residuo/Cellulosa 20,3
Cellulosa C 3 100% Cellulosa ∞
Per questa prima digestione è stata utilizzata la cellulosa come co-substrato standard,
con una valenza simbolica di generico substrato cellulosico.
Digestione 2 Di seguito vengono mostrate, nella tabella 5.8, le condizioni utilizzate per la
seconda prova di digestione anaerobica. In questo caso è stato investigata la co-digestione
utilizzando l’arundo donax macinato nemente come co-substrato. I reattori del digestore
sono stati quindi ripartiti in 6 gruppi, in cui ogni gruppo costituisce un tipo diverso di
miscela alga/arundo. Anche in questo caso, l’obiettivo è quello di ottenere dei rapporti
Carbonio/Azoto diversi per ogni gruppo di reattori.
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Tabella 5.8: Tabella riassuntiva della digestione 2.
Substrato Sigla Repliche Composizione C/N
Micro alga ANX 4 100 % Microalga 7,0
Residuo micro alga A 4 100 % Residuo 6,0
Co-digestione 1 AD1 3 25:75 Alga/Arundo 21,2
Co-digestione 2 AD2 4 25:75 Residuo/Arundo 19,1
Cellulosa AD 3 100 % Arundo Donax 117
In questa prova di digestione è stato invece utilizzato l’arundo come co-substrato e
si avvicina di più alla realtà, in quanto viene comunemente utilizzato per la digestione
anaerobica.
Digestione 3 In questa digestione anaerobica viene utilizzata soltanto l’alga tal quale per
investigare l’inuenza delle diverse concentrazioni iniziali. I reattori vengono suddivisi in
7 gruppi da 3 repliche ciascuna; visto che si utilizza diverse concentrazioni (5 - 10 - 20
gVSS/l), 3 gruppi di reattori sono deputati alle prove in bianco dell’inoculo.
In questi reattori il rapporto inoculo/substrato è 1, tranne che per una prova a 10
gVSS/l in cui viene utilizzato il rapporto I/S = 2. In questo caso è stata abbandonata
Tabella 5.9: Tabella riassuntiva della digestione 3.
Substrato Sigla Repliche Concentrazione [gVSS/l] C/N I/S
Microalga ANX5 4 5 7,0 1
Microalga ANX10 - IS1 4 10 7,0 1
Microalga ANX10 - IS2 3 10 7,0 2
Microalga ANX20 4 20 7,0 1
la strada della co-digestione e viene investigata l’inuenza della concentrazione dell’alga
non estratta sul processo di digestione anaerobica.
5.3.3 Presentazione dei Dati del BMP
Nelle tabelle seguenti, sono elencati i potenziali di produzione di metano, contenuto di
metano nale e tempo di inessione medi per le prove in esame.
Il tempo di inessione viene calcolato ponendo la derivata seconda della funzione
di produzione di metano uguale a zero; tale valore ha senso ingegneristico in quanto a
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quell’istante temporale si ha la massima velocità di produzione di metano nell’unità di
tempo.
Digestione 1 Nella tabella 5.10 sono visualizzati i valori nali medi delle prove di dige-
stione anaerobica.
Tabella 5.10: Tabella riassuntiva dei parametri caratteristici, potenziale di biometano,
contenuto di metano nale e tempo di inessione della digestione 1.
Sigla BMP
[
mlCH4
gV SS
]
BMP (std) MC [%] MC (std) τi [giorni] τi (std)
ANX 301,97 46,54 72,07 0,69 6,25 2,66
A 301,16 47,02 78,93 11,25 7,56 3,46
AC1 277,74 20,48 59,87 0,40 8,28 2,35
AC2 287,73 86,86 58,24 1,02 3,71 1,36
C 269,99 29,53 61,34 4,55 10,12 1,12
Digestione 2 Nella tabella 5.11 sono visualizzati i valori nali medi delle prove di dige-
stione anaerobica.
Tabella 5.11: Tabella riassuntiva dei parametri caratteristici, potenziale di biometano,
contenuto di metano nale e tempo di inessione della digestione 2.
Sigla BMP
[
mlCH4
gV SS
]
BMP (std) MC [%] MC (std) τi [giorni] τi (std)
ANX 308,20 26,89 66,49 2,28 2,88 0,19
A 310,76 27,37 65,26 1,38 2,60 0,08
AD1 270,39 15,82 61,87 4,04 2,18 0,25
AD2 265,28 15,76 57,57 2,39 1,98 0,18
AD 205,94 19,79 51,57 0,48 1,78 0,06
Digestione 3 Nella tabella 5.12 sono visualizzati i valori nali medi delle prove di dige-
stione anaerobica.
Per quanto riguarda le prime due digestioni, dove si è lavorato sulla co-digestione con
substrati cellulosici, si può notare che:
• Il potenziale BMP di alga e residuo presentano valori paragonabili tra di loro. Inoltre
cambiando la concentrazione, questi valori rimangono comunque dello stesso ordine
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Tabella 5.12: Tabella riassuntiva dei parametri caratteristici, potenziale di biometano,
contenuto di metano nale e tempo di inessione della digestione 3.
Sigla BMP
[
mlCH4
gV SS
]
BMP (std) MC [%] MC (std) τi [giorni] τi (std)
ANX5 320,46 17,00 68,15 4,60 5,929 0,019
ANX10 - IS1 229,87 4,00 67,27 1,14 4,889 0,004
ANX10 - IS2 213,52 29,01 69,13 0,65 3,168 0,068
ANX20 227,55 34,77 72,75 3,30 4,669 0,535
di grandezza, e ciò è in accordo con il fatto che il valore BMP è una grandezza
specica e normalizzata sulla concentrazione iniziale di substrato;
• La co-digestione con la cellulosa non ha portato incrementi signicativi alla pro-
duzione di metano. Se si eettua una media dei BMP, pesata sulle concentrazioni
massiche di residuo e cellulosa, si può osservare che i risultati sperimentali sono di
poco superiori (meno del 5%) ai dati teorici risultanti dalla media pesata;
• La co-digestione con l’arundo ha invece visto un aumento della produzione specica
di metano, riportando valori sperimentali maggiori rispetto a quelli teorici nell’ordine
del 15%;
• I substrati cellulosici hanno dimostrato di avere un potenziale metanigeno più basso
rispetto a quello delle alghe, probabilmente per via del rapporto C/N eccessivamente
sproporzionato.
• Per quanto riguarda il contenuto di metano MC, i substrati come l’alga e il residuo
hanno la più alta percentuale di metano nel biogas che supera il 70%, la cellulosa
si attesta ad una concentrazione del 60%, mentre l’arundo ha poco più del 50%.
Confrontando la MC di alga e residuo fra le due digestioni, si può notare che nella
prima digestione si hanno valori più alti rispetto alla seconda, se si considera anche
che hanno comunque lo stesso BMP, viene da pensare che nella seconda digestione
si sia prodotta più CO2 rispetto alla prima;
• Il tempo di inessione è risultato più alto nella prima digestione rispetto alla seconda
digestione, sintomo di una cinetica più lenta nel primo caso e più veloce nel secon-
do. Inoltre si osserva una cinetica leggermente più veloce per il residuo rispetto
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Figura 5.2: Curve sperimentali medie per la digestione 1.
all’alga tal quale, probabilmente perché l’estrazione con il soxhlet ha agito come un
lieve pretrattamento. Si può notare inoltre che nella prima digestione, la cellulo-
sa presenta una cinetica estremamente lenta, probabilmente a causa di una scarsa
solubilizzazione del substrato nell’ambiente di reazione; nella seconda digestione, al
contrario, si nota una cinetica molto veloce per la digestione dell’arundo, il qua-
le probabilmente presenta una frazione elevata di componenti organici facilmente
solubilizzabili.
Per la digestione 3, quella variando le concentrazioni dell’alga, si può notare che:
• la prova da 5 gVSS/l è in accordo con i valori ricavati nelle due digestioni prece-
denti. Per la concentrazione a 20 gVSS/l si denota una forte riduzione del BMP,
probabilmente a causa di processi inibitori che coinvolgono l’azoto ammoniacale. Le
prove da 10 gVSS/l hanno dato un risultato inaspettato in quanto anche loro hanno
subito una riduzione del BMP; quello che ci si poteva aspettare era un valore in linea
con la prova a 5 gVSS/l, perché nella digestione 2, che aveva una concentrazione di
15 gVSS/l, non erano state riscontrate riduzioni del BMP;
• Il contenuto di metano si aggira intorno al 70% per tutte le concentrazioni analizzate,
con un aumento di pochi punti percentuali dalla concentrazione di 5 gVSS/l a 20
gVSS/l;
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Figura 5.3: Curve sperimentali medie per la digestione 2.
Figura 5.4: Curve sperimentali medie per la digestione 3.
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• Per il tempo di inessione si può vedere invece una buona rappresentatività della
cinetica del processo, la prova a concentrazione inferiore ha dato il τi più alto,
mentre all’aumentare della concentrazione la cinetica è più veloce. Confrontando le
sole prove a 10 gVSS/l, si evidenzia la dierenza nella cinetica, ovvero che la prova
con IS = 2 risulta pù veloce rispetto a quella con IS = 1, perché nel primo caso
si ha una quantità doppia di batteri anaerobici che possono disgregare la stessa
quantità di substrato.
5.4 Immagini al Microscopio SEM
Sono state eettuate delle fotograe al microscopio a scansione elettromagnetica alla
microalga e al residuo dopo l’estrazione, per evidenziare l’eetto dell’estrazione dei lipidi
attraverso il soxhlet.
(a) Alga tal quale (b) Alga estratta
Figura 5.5: Immagini SEM di alga tal quale (a) e residuo dell’alga (b) a basso ingrandimento
(150x - 160x) per individuare la granulometria.
Come è possibile notare dalla gura 5.5, la granulometria complessiva dei due cam-
pioni rimane praticamente identica, anche se ad alti ingrandimenti è possibile notare una
maggiore compattazione delle cellule nel residuo estratto(gura 5.6b), probabilmente è
imputabile alla diminuzione di volume dovuta all’uscita della frazione lipidica dalla cellula
stessa.
Ad ingrandimenti maggiori di 3000x non è possibile individuare in modo nitido i
contorni delle cellule perché i campioni liolizzati sono molto sensibili dal punto di vista
elettrostatico e quando lo strumento di rilevazione del microscopio SEM passa troppo
vicino al campione, le particelle si caricano elettricamente e si spostano fornendo un’im-
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(a) Alga tal quale (b) Alga estratta
Figura 5.6: Immagini SEM di alga tal quale (a) e residuo dell’alga (b) a medio ingrandimento
(3000x - 3500x) per individuare da più vicino la morfologia delle cellule algali.
magine sfocata. Un esempio è possibile notarlo in gura 5.7 ad un ingrandimento di circa
7000x.
(a) Alga tal quale (b) Alga estratta
Figura 5.7: Immagini SEM di alga tal quale (a) e residuo dell’alga (b) ad alto ingrandimento
(6500x - 7000x).
5.5 Analisi dell’Azoto Ammoniacale
In tabella 5.13 sono proposti i valori di concentrazione di ammonio per i tre inoculi utilizzati
nelle tre campagne di digestione.
Vengono proposti in tabella 5.14 i valori di concentrazione dell’azoto ammoniacale sotto
forma di ione NH+4 per la digestione 2; l’unità di misura utilizzata è [mg/l]. Riguardo la
digestione 2, la concentrazione di ione ammonio è molto elevata nei casi in cui c’è l’alga,
sia nella forma tal quale che estratta, mentre nelle codigestioni, tale valore è più basso,
ma comunque più alto rispetto alla prova in bianco. La prova con arundo da solo ha visto
una concentrazione media di poco minore rispetto alla prova in bianco. È possibile che
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Tabella 5.13: Concentrazione media dello ione ammonio NH+4 nell’inoculo prima di mettere
in opera la prova di digestione.
N° Digestione
Concentrazione media
[mg/l]
1 N/A
2 1794
3 1691
Tabella 5.14: Concentrazione media dello ione ammonio NH+4 nei reattori, misurata alla
ne delle digestioni 2 e 3.
Digestione 2 Digestione 3
Sigla
Concentrazione media
Sigla
Concentrazione media
[mg/l] [mg/l]
ANX 2422 ANX5 792
A 2526 ANX10-IS1 1430
ANX/AD 1793 ANX10-IS2 2151
A/AD 1776 ANX20 2613
AD 1371 B5 503
B 1500 B10 968
B20 1821
l’inoculo batterico abbia soerto di inibizione da azoto a causa della forte concentrazione
dello ione ammonio.
Riguardo la digestione 3, la concentrazione di ammonio nei bianchi aumenta in modo
abbastanza lineare all’aumentare dei solidi volatili di inoculo inseriti; stesso discorso è
possibile farlo anche per le prove con l’alga dove si denota un aumento dell’ammonio
all’aumentare della concentrazione di alga inserita nel reattore.
5.6 Parametri Cinetici dei Modelli Logistici di Fitting
Le curve di produzione cumulata di metano sono state analizzate con un algoritmo di
minimizzazione con il soware MATLAB®; sono stati applicati i modelli mostrati in tabel-
la 3.2 . Non tutte le formule utilizzate hanno dato esito positivo al tting, sono stati quindi
esclusi i seguenti modelli:
• Michelis - Menten: ha una formula tale la cui curva non ha niente a che fare con la
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curva di produzione di metano, infatti questo modello viene usato per modellare la
cinetica enzimatica, e quindi risulta inecace in questo caso;
• Gompertz: la minimizzazione del modello è estremamente instabile, piccoli cam-
biamenti di punto iniziale dell’ottimizzazione e dei limiti inferiore e superiore dei
parametri, portano spesso al crash della funzione di minimizzazione.
Nelle tabelle seguenti, verranno presentati i parametri cinetici che si riferiscono alle curve
medie di produzione di metano per le prove eettuate in ognuna delle digestioni.
Le tabelle 5.15 , 5.16 , 5.17 e 5.18 evidenziano i parametri cinetici delle curve modellate
per le tre digestioni con l’utilizzo dei quattro modelli: Regressione asintotica, funzione di
Weibull, funzione Log-logistica e modied Gompertz.
Tabella 5.15: Parametri cinetici per il modello di Regressione Asintotica.
Prova d e R2
Digestione 1
ANX 329,51 18,490 0,9874
A 339,15 17,739 0,9768
AC1 293,68 12,880 0,9510
AC2 299,65 12,516 0,9787
C 304,33 16,082 0,9307
Digestione 2
ANX 277,3 9,579 0,9655
A 298,8 14,917 0,9366
ANX/AD 263,2 10,991 0,9679
A/AD 261,5 10,863 0,9662
AD 200,6 8,871 0,9925
Digestione 3
ANX5 328,58 12,350 0,9999
ANX10 - IS1 233,45 12,330 0,9998
ANX10 - IS2 202,73 8,691 0,9999
ANX20 227,32 10,963 0,9998
92
CAPITOLO 5. RISULTATI E DISCUSSIONE
Tabella 5.16: Parametri cinetici per il modello di Weibull.
Prova d b e R2
Digestione 1
ANX 439,76 -0,740 2,491 0,9932
A 355,73 -1,200 2,219 0,9848
AC1 288,27 -1,895 2,056 0,9998
AC2 312,50 -1,335 1,894 0,9825
C 284,22 -2,137 2,276 0,9998
Digestione 2
ANX 345,4 -0,686 1,551 0,9999
A 500,0 -0,438 2,582 0,9799
ANX/AD 359,9 -0,544 1,781 0,9976
A/AD 354,2 -0,544 1,758 0,9952
AD 257,8 -0,674 1,589 0,9844
Digestione 3
ANX5 350,37 -1,322 1,997 0,9999
ANX10 - IS1 257,94 -1,106 1,937 0,9947
ANX10 - IS2 221,23 -1,103 1,544 1,0000
ANX20 248,52 -1,129 1,813 1,0000
È possibile notare che tutti e 4 i modelli analizzati hanno portato ad un buon tting
delle curve medie di produzione di metano, con valori che stanno ampiamente sopra
R2 = 0, 99 tranne i casi del modello con regressione asintotica in cui ci si trova comunque
sopra 0, 93. In genere modelli più semplici hanno un R2 più basso rispetto ai modelli più
complicati, ma in questo caso le dierenze sono davvero minime.
Comparando per le prime due digestioni il modello di regressione asintotica e la
modied Gompertz si nota una migliore risposta al tting per il modello a 5 parametri
rispetto a quello a 2 parametri. La situazione appare invertita invece per le curve della
digestione 3, dove il modello modied Gompertz sembra rispondere peggio al ntting
delle curve.
Negli allegati, alla sezione ?? a pagina ?? sono riportate le tabelle che mostrano l’e-
strapolazione dei parametri cinetici di tutti i reattori per tutte e tre le digestioni. Il tting
delle curve medie ha portato fattori R2 generalmente migliori rispetto a quelli delle cur-
ve di ogni singolo reattore, probabilmente perché nel processo di creazione della curva
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Tabella 5.17: Parametri cinetici per il modello di Log-Logistico.
Prova d b e R2
Digestione 1
ANX 352,75 -1,475 13,900 0,9999
A 321,43 -2,009 11,486 0,9928
AC1 282,34 -2,523 9,642 0,9954
AC2 296,53 -1,980 8,554 0,9912
C 276,03 -2,936 11,533 0,9999
Digestione 2
ANX 328,7 -0,944 7,166 0,9999
A 500,0 -0,682 29,766 0,9808
ANX/AD 321,8 -0,879 9,049 0,9998
A/AD 315,3 -0,878 8,703 0,9922
AD 224,3 -1,237 6,796 0,9902
Digestione 3
ANX5 334,52 -1,951 9,638 0,9965
ANX10 - IS1 246,70 -1,553 9,302 0,9999
ANX10 - IS2 213,06 -1,527 6,345 0,9999
ANX20 238,05 -1,624 8,345 0,9999
media si va ad attenuare alcune delle imperfezioni della curva sperimentale che migliora
la convergenza del tting.
Nonostante il minore R2 per le curve di produzione di metano per ogni reattore,
mediamente tale valore si attesta come maggiore o uguale di 0, 9, tranne in pochi casi in
cui il tting non è andato a convergenza fornendo valori di R2 nettamente minori rispetto
a quelli medi.
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Tabella 5.18: Parametri cinetici per il modello della Modied Gompertz.
Prova d cR mR cS mS R2
Digestione 1
ANX 2,15 -1,08E-02 -2,42E-03 8,27E-01 2,28E-01 0,9956
A 137,84 1,22E-05 1,57E-05 4,59E-01 1,38E-01 0,9974
AC1 153,72 -7,92E-04 -1,45E-03 8,68E-01 1,96E-01 0,9977
AC2 141,39 -8,00E-04 -1,22E-03 5,26E-01 1,74E-01 0,9946
C 263,61 8,71E-02 8,54E-02 7,89E-01 1,42E-01 0,9956
Digestione 2
ANX 317,9 -1,653 0,468 0,027 0,040 0,9970
A 482,5 -1,161 0,423 0,020 0,017 0,9953
ANX/AD 276,7 -2,118 0,622 0,047 0,057 1,0000
A/AD 270,1 -1,842 0,629 0,057 0,064 0,9974
AD 204,0 -3,027 0,869 0,136 0,111 0,9967
Digestione 3
ANX5 333,73 0,298 -1,389 0,063 0,046 0,9981
ANX10 - IS1 245,17 0,526 -5,979 0,056 0,047 0,9991
ANX10 - IS2 204,27 0,759 -6,903 0,103 0,104 0,9999
ANX20 234,30 0,445 -2,986 0,062 0,046 0,9993
5.7 Parametri Cinetici del Modello Dierenziale
Il modello dierenziale, come riportato nel sistema 3.8 a pagina32, utilizza un solo set
di parametri per descrivere la produzione del metano nel tempo; ciò che varia tra una
prova e l’altra, sono le condizioni iniziali di substrato e inoculo che vengono incluse nelle
condizioni a contorno.
È stata eettuata un’analisi di sensitività per individuare un range di valori dei pa-
rametri che devono essere minimizzati. Inizialmente è stato tratto spunto dalla tabella 1
dell’articolo (Muller et al. 2002) per alcuni parametri come µm, KS e Kd. Una volta fatte
alcune prove, si è anato un intervallo che coniughi un buon respiro per la ricerca da
parte della funzione di minimizzazione ma allo stesso tempo rimanga su valori simili a
quelli trovati in letteratura.
L’analisi di sensitività è stata eettuata variando un parametro alla volta entro un range
prestabilito mantenendo costanti tutti gli altri parametri. Nella gura 5.8 sono riportati i
risultati graci dell’analisi di sensitività, di seguito una breve descrizione dei risultati di
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(a) Inuenza del parametro µm. (b) Inuenza del parametro KS .
(c) Inuenza del parametro Kd. (d) Inuenza delle rese Y .
Figura 5.8: Risultati dell’analisi di sensitività, i modelli calcolati sono stati confrontati con
una curva sperimentale, in questo caso con il reattore 1 della digestione 2.
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questa analisi:
• Per il coeciente di crescita massima µm (gura 5.8a), si ha un aumento della pen-
denza iniziale del modello all’aumentare del suo valore, sta ad indicare che più µm è
alto, più aumenta la crescita giornaliera dei batteri e quindi aumenta la produzione
di metano;
• Per il coeciente di saturazione del substrato KS (gura 5.8b), anche se non è
molto visibile, si ha invece, per un aumento del coeciente, una diminuzione della
pendenza della curva, presenta quindi un eetto opposto rispetto a quello di mum;
• Per un aumento del coeciente di decay Kd (gura 5.8c), si ha un aumento della
produzione di metano soltanto nella parte nale della curva. Un comportamento
del genere non è sorprendente, in quanto più aumenta il tasso di distruzione delle
cellule batteriche, tanto più substrato sarà disponibile per produrre altro metano
da parte dei batteri rimanenti nella colonia;
• Per le rese Y si ha una traslazione della curva di produzione di metano in direzione
verticale. A seconda di dove sono posizionate nel sistema di equazioni dierenzia-
li 3.8, al numeratore o al denominatore, un loro aumento può produrre un’aumento
o una diminuzione della produzione nale di metano. In gura 5.8d è ragurata la
variazione della YX→S e visto che nel sistema 3.8 è posta al numeratore, allora un
suo aumento porta ad un aumento della produzione di metano.
L’intervallo di valori dei parametri all’interno del quale viene eettuata la minimizza-
zione è visualizzato in tabella 5.19 nelle righe di LB (lower bound, limite inferiore) e UB
(upper bound, limite superiore).
A causa della presenza di una fase di ritardo (lag phase), è stata elaborata una va-
riazione dell’algoritmo di minimizzazione del modello proposto, quindi i risultati X di
minimizzazione nella tabella 5.19 si riferiscono a 2 varianti del modello:
• La variante 1 (indicata come originale) indica il modello di partenza come scritto nel
sistema 3.8 senza nessuna modica;
• La variante 2 (indicata come variante) indica che è stata implementata una fase di
ritardo in modo manuale, ovvero che il sistema equazioni dierenziali non cambia,
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ma la curva del modello invece di partire dall’istante t = 0, è stato traslato all’istante
temporale in cui nisce il lag time;
La fase di ritardo ricavata manualmente è risultata pressoché la stessa per tutte le prove ed
è uguale a circa 2 giorni, lasso di tempo necessario al consorzio microbico di acclimatarsi
alle condizioni della prova sperimentale per poi cominciare la produzione di metano vera
e propria.
Sempre nella tabella 5.19 sono riportati i risultati del vettore X dei parametri mini-
mizzati dal codice di analisi cinetica tramite il soware MATLAB®.
Il punto iniziale per la minimizzazione X0, sempre inserito nella tabella 5.19, è rimasto
lo stesso per tutte le varianti del modello.
Tabella 5.19: Parametri cinetici per il modello dierenziale, vengono indicati i limiti in-
feriore e superiore dell’intervallo di ricerca, il punto di partenza X0 e i risultati della
minimizzazione nelle 3 varianti provate.
Parametri Cinetici
µm KS Kd YX→S Yd→P YP→S R2
[day−1] [g/l] [day−1]
LB 0,05 0,05 5,00E-05 0,02 0,02 0,02
X0 0,2 1 0,005 0,2 0,1 0,1
X
Originale 0,0502 2,8898 5,00E-05 0,9281 0,7999 0,8619
Variante 0,1 3 1,00E-04 1 1 0,7768
UB 1 3 0,2 1 1 1
È possibile notare, sempre nella tabella 5.19 che:
• La crescita batterica si attesta su valori bassi, fra 0,05 e 0,1 day−1, tale valore è
presente in letteratura, ma si possono avere anche valori più elevati;
• La costante di saturazione del substrato è molto variabile, ma il suo contributo è
quello di diminuire l’eetto di aumento di pendenza della curva dovuto a µm; infatti
dove µm è più alto (variante 2), ha anche un KS più alto, il viceversa può essere
visto nella variante 1 del modello;
• La costante di decadimento Kd aumenta passando dalla variante 1 alla 2, inoltre
nella prima variante il valore è uguale al limite inferiore di quel parametro;
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• La resa YX→S è risultata essere 1 in tutte e 3 le varianti della minimizzazione;
I valori di alcuni parametri trovati dal sistema di minimizzazione, vanno ad essere uguali
o al limite inferiore o a quello superiore dell’intervallo di valori selezionato. Questo sta
ad indicare che sarebbe stato necessario "allargare" i suddetti intervalli di ricerca per
permettere al programma di cercare meglio un valore di minimo. Questo non è stato
possibile perché sarebbe stato necessario espandere gli intervalli anche verso i numeri
negativi, cosa che per questo tipo di modelli non è sicamente plausibile.
Per tutte e 2 le varianti è stato calcolato il coeciente di correlazione R2 tra la curva
sperimentale della produzione media di metano e la curva generata dal modello; tale
coeciente è stato calcolato per ogni prova a diverse concentrazioni e poi ne è stata fatta
una media e riportato in tabella 5.19. Si può notare che l’adabilità della correlazione
è abbastanza scarsa in quanto viene utilizzato un modello semplice per descrivere una
curva che rappresenta un fenomeno con più cinetiche complesse.
Facendo un confronto soltanto sul valore di R2 per le 2 varianti, verrebbe da dire che
la variante 2 risulta la peggiore, mentre la variante 1 è risultata la migliore nell’eetuare
la minimizzazione dei dati sperimentali. La situazione cambia se invece si osserva anche
i graci che ragurano i dati sperimentali per una certa concentrazione e il modello del
sistema dierenziale.
In gura 5.9, sono riportati due graci (a due dierenti concentrazioni) di confronto
per come si comporta il modello nella variante 2 rispetto alla curva media dei dati
sperimentali.
Il modello con l’R2 più basso (visualizzato in gura5.9) è quello che segue meglio la
pendenza iniziale della curva sperimentale, a discapito di una peggiore rappresentatività
nella parte centrale della digestione. Dal punto di vista ingegneristico, è più importante
l’inizio del processo rispetto alla ne perché si possono ricavare parametri come il tempo
idraulico di permanenza e quindi la volumetria di un ipotetico reattore che si andrà a
progettare.
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Figura 5.9: Confronto delle varianti del modello dierenziale con la curva media di
produzione di metano per due concentrazioni dierenti.
Tabella 5.20: Confronto del parametro R2 (medio tra le prove a diversa concentrazione)
tra i modelli logistici e il modello dierenziale (medio tra le prove e secondo la variante
2).
Modello R2
Regressione Asintotica 0.9768
Weibull 0.9940
Log-Logistica 0.9958
Modied Gompertz 0.9975
Modello Dierenziale (Var. 2) 0.7768
5.7.1 Confronto con i Modelli Logistici
Come è possibile vedere dalla tabella 5.20, i modelli logistici riescono a seguire in modo
ne l’andamento della curva di produzione di metano, mentre il modello dierenziale,
dove è stata scelta la variante 2, segue bene la pendenza iniziale mentre per la parte
centrale del periodo di digestione sopravvaluta la produzione di metano.
Una grande dierenza tra i modelli logistici è quelli dierenziali è che i primi sono
metodi empirici e statistici per la rappresentazione di curve complesse, mentre il se-
condo è un bilancio di materia eettuato su tre macro-componenti del processo - La
biomassa batterica X , il substrato S e il prodotto nale che è metano P- nel quale è stata
implementata una cinetica molto semplice che è quella di Monod.
Altro punto a favore per il modello dierenziale, è che con un solo set di parametri
e cambiando le condizioni a contorno per le varie prove, si riesce a descrivere in modo
abbastanza approssimato tutte le curve sperimentali. Una cosa del genere non può ac-
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cadere per i modelli logistici, in quanto i parametri trovati per una curva non possono
essere utilizzati per descriverne un’altra.
I modelli logistici servono comunque per dare un’idea del tipo di cinetica che avviene
per una certa curva di produzione di metano, ma non sono metodi sfruttabili a livello
pratico perché da quelli non si possono ricavare informazioni utili per progettare un
possibile digestore anaerobico.
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Conclusioni
Questo lavoro si è sviluppato secondo due strade parallele, la prima, sperimentale, ha
cercato di cambiare le condizioni di processo della digestione in modo da vedere possibili
eetti sinergici/inibitori di co-digerenti e inquinanti all’interno dell’ambiente di reazione,
la seconda, intesa come elaborazione dei dati dal punto di vista della cinetica, ha cercato
di implementare un modello semplice per vedere se è possibile descrivere con un solo set
di parametri e le condizioni a contorno del sistema, la cinetica di produzione di metano.
In questo studio è stato investigato il processo di digestione anaerobica, prima dal pun-
to di vista della produttività di metano, eettuando 3 campagne di digestione in cui si stu-
diava l’eetto di co-substrati, concentrazione dei substrati e rapporto inoculo/substrato.
Da queste prove è emerso che:
• Eettuando co-digestioni si possono ottenere modesti eetti sinergici, ma tale eetto
varia sensibilmente a seconda del co-substrato utilizzato. Anche nel caso in cui non ci
fossero eetti di sinergia, nella co-digestione di substrati prevalentemente cellulosici
insieme a substrati oleoalginosi, si ottiene comunque un aumento della produttività
di metano;
• Aumentando la concentrazione del substrato da digerire, si denota un aumento
generale della cinetica di digestione. Si può avere però, con alte concentrazioni
di substrato algale, un peggioramento delle prestazioni per quanto riguarda il BMP
perché può essere presente l’inibizione del processo da parte dell’azoto ammoniacale.
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Dal punto di vista della modellazione cinetica del processo, si è utilizzato da una
parte i modelli logistici che costituiscono la strada empirico/statistica della modellazione,
dall’altra si è utilizzato un modello con equazioni dierenziali consistente principalmente
in un bilancio di massa nei tre componenti protagonisti della digestione nel quale è stata
inserita la cinetica semplice di Monod.
• I modelli logistici hanno prodotto da una parte, curve molto fedeli ai dati sperimentali
con una precisione, in termini di R2, crescente all’aumentare dei parametri utilizzati
per descrivere il modello, mentre dall’altra hanno presentato una forte instabilità
nella ricerca dei parametri di tting all’aumentare della complessità del modello
stesso, probabilmente complice è stata anche la grande mole di dati da processare.
Purtroppo tali modelli sono utili per dare una buona descrizione della curva dei
dati sperimentali, ma non sono di grande utilità nel caso in cui si debba progettare
un’apparecchiatura che sfrutta la digestione anaerobica;
• Il modello cinetico con le equazioni dierenziali ha dimostrato, nella versione origi-
nale, di non modellare bene né l’inizio né la parte centrale della curva sperimentale.
Aggiungendo manualmente la fase di ritardo, è stato visto che il modello ha ricalcato
in modo abbastanza adabile la parte iniziale di tutte le curve sperimentali.
Cosa che nei modelli logistici non si poteva intravedere, è che si ha la coesistenza
di più processi con cinetiche diverse: il primo con cinetica veloce che metabolizza il
substrato più facilmente solubile e il secondo con una cinetica più lenta che invece
metabolizza quella parte di substrato che risulta più dicile da solubilizzare. Nel
caso delle microalghe, il problema è presente perché ad esempio componenti come
la parete cellulare, sono molto dicili da solubilizzare da parte dei batteri anaerobici.
In letteratura, l’estrazione lipidica viene annoverata tra i pretrattamenti che possono
subire le microalghe, giudicando dal basso incremento del BMP, visibile nelle prime due
prove di digestione (tabelle 5.10 e 5.11), questo trattamento non produce una sensibile
solubilizzazione delle sostanze organiche. Questo eetto poco marcato è possibile notarlo
anche nelle immagini al microscopio SEM ad alto ingrandimento (gura 5.7), dove le cellule
algali risultano leggermente più appiattite e compatte nell’immagine del residuo dell’alga
(gura 5.7a) che nell’alga tal quale (gura 5.7b).
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6.1 Limitazioni dovute alle Condizioni Sperimentali
Dal punto di vista puramente sperimentale riguardo le campagne di digestione anaero-
bica, è stato notato che le repliche delle prove contengono sempre una buona dose di
errori (aumento della deviazione standard nei dati BMP), dovuti a cause che spesso non
sono correlate allo svolgimento della prova in sé, ma anche dalla procedura di messa in
opera della campagna di digestione e dalla qualità della manutenzione eettuata tra una
digestione e l’altra. Dopo tutto i reattori utilizzati per questo lavoro sono stati costruiti
in modo artigianale, e per quanto possono essere stati realizzati bene, hanno comunque
bisogno di manutenzione; nonostante questo ci sono stati dei reattori che hanno perso la
tenuta della guarnizione della angia perdendo così biogas.
6.2 Sviluppi Futuri
In lavori futuri è possibile agire sempre secondo le due strade arontate no ad ora,
dal punto di vista sperimentale, eettuare digestioni con altre variazioni di condizioni
operative in modo da creare un buon database di dati. Dal punto di vista dell’analisi
dei dati sperimentali con i modelli cinetici sarebbe più opportuno insistere sul modello
dierenziale inserendo modelli sempre più complicati per migliorare la capacità predittiva
del modello stesso, in modo da non richiedere più prove sperimentali per sapere quanto
metano può produrre un digestore anaerobico che opera in certe condizioni operative.
Uno step probabilmente necessario per fare passo avanti nell’implementazione di mo-
delli cinetici più articolati è la caratterizzazione completa dell’inoculo quando si va ad
eettuare la digestione in modo da poter applicare cinetiche che coinvolgono non so-
lo i reagenti e i prodotti di questo articolato processo, ma anche la grande quantità di
sottoprodotti che spesso sono protagonisti nel regolare la cinetica del processo stesso.
Questo lavoro ha fatto parte di un articolo presentato alla 2° conferenza internazionale
sulle biomasse IConBM 2016 (Barontini, Biagini, Dragoni et al. 2016) e della relazione nale
del progetto di ricerca PRIN 2010-2011 (Processi innovativi di conversione di biomasse
algali per la produzione di jet fuel e green diesel).
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Appendice A
Dati Accessori
In questa appendice verranno presentati tutti quei dati raccolti durante l’esperienza di
tirocinio che non sono stati presentati nell’elaborato.
Nel caso in cui, al posto di un dato c’è la dicitura "N/A", signica che il dato in questione
non è disponibile, e le cause possono essere le seguenti:
• Il dato richiesto si riferisce ad un reattore che ospitava il bianco, il dato di BMP e i
rispettivi parametri cinetici della curva non dovrebbero essere calcolati;
• Il dato richiesto si riferisce ad un reattore che ha avuto problemi di perdite nel corso
della prova di digestione stessa, quindi i dati ricavati dall’analisi di quel reattore non
sono adabili.
Le seguenti tabelle si riferiscono a:
• Dati di Produzione di Metano per ogni Reattore. Si elencano tutti i valori di BMP,
MC e τi per tutti i reattori e per tutte e 3 le digestioni;
• Parametri Cinetici dei Modelli Logistici per ogni Reattore;
• Risultati delle analisi sull’azoto ammoniacale per le digestioni 2 e 3.
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Tabella A.1: Tabella riassuntiva dei parametri caratteristici, potenziale di biometano, con-
tenuto di metano nale e tempo di inessione della digestione 1 per tutti i reattori del
digestore.
Reattore Sigla BMP
[
mlCH4
gV SS
]
MC [%] τi [giorni]
1 ANX 348,53 71,56 3,64
2 ANX 301,94 71,80 6,15
3 AC2 238,90 60,31 N/A
4 A 354,14 89,18 2,62
5 A 302,55 88,05 10,38
6 A 239,72 70,68 7,78
7 C 283,79 56,27 11,18
8 AC1 263,26 60,15 9,94
9 AC1 292,23 59,58 6,61
10 C 290,10 65,08 10,21
11 C 236,09 62,67 8,96
12 AC2 202,99 71,32 7,48
13 AC2 388,02 57,52 4,67
14 B 11,03 N/A N/A
15 B 11,03 N/A N/A
16 AC1 155,66 68,67 3,32
17 ANX 255,45 72,86 8,95
18 A 308,24 67,81 9,47
19 ANX 11,03 N/A N/A
20 B N/A 67,41 N/A
21 AC2 236,26 58,97 2,74
110
APPENDICE A. DATI ACCESSORI
Tabella A.2: Tabella riassuntiva dei parametri caratteristici, potenziale di biometano, con-
tenuto di metano nale e tempo di inessione della digestione 2 per tutti i reattori del
digestore.
Reattore Sigla BMP
[
mlCH4
gV SS
]
MC [%] τi [giorni]
1 ANX 308,67 64,50 2,88
2 AD 183,10 52,07 1,82
3 A 281,39 66,51 2,64
4 B 12,30 91,13 N/A
5 ANX/AD 259,20 64,72 2,36
6 A 335,55 65,50 2,65
7 A 315,33 63,78 2,51
8 A/AD 243,27 55,89 2,21
9 ANX/AD N/A N/A N/A
10 A/AD 264,81 59,54 2,03
11 ANX/AD 281,58 59,01 2,00
12 A/AD 278,51 59,71 1,78
13 AD 216,58 51,11 1,71
14 A/AD 274,53 55,14 1,92
15 A N/A N/A N/A
16 ANX 343,50 69,67 2,62
17 B 2,37 71,72 N/A
18 AD 218,12 51,54 1,82
19 ANX 278,42 66,50 3,03
20 ANX 302,21 65,27 2,99
21 B N/A 72,61 N/A
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Tabella A.3: Tabella riassuntiva dei parametri caratteristici, potenziale di biometano, con-
tenuto di metano nale e tempo di inessione della digestione 3 per tutti i reattori del
digestore.
Reattore Sigla BMP
[
mlCH4
gV SS
]
MC [%] τi [giorni]
1 ANX10-IS2 201,99 69,40 3,235
2 ANX5 308,44 71,40 5,915
3 ANX10-IS1 232,69 68,07 4,891
4 B10 N/A 94,80 N/A
5 ANX20 245,50 76,49 4,840
6 B20 N/A N/A N/A
7 ANX10-IS2 246,53 69,60 3,170
8 B5 N/A 65,30 N/A
9 ANX10-IS1 227,04 66,46 4,886
10 B5 N/A 67,41 N/A
11 ANX20 249,67 71,53 4,069
12 B20 N/A 90,94 N/A
13 B5 N/A N/A N/A
14 ANX5 332,48 64,89 5,942
15 B10 N/A 81,64 N/A
16 ANX20 187,47 70,23 5,099
17 ANX10-IS2 192,05 68,39 3,098
18 B20 N/A 68,05 N/A
19 ANX5 N/A N/A N/A
20 ANX10-IS1 N/A N/A N/A
21 B10 N/A 76,96 N/A
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Tabella A.4: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello della
Regressione Asintotica per la digestione 1.
Reattore d e R2
1 335,1 14,569 0,9726
2 366,4 23,958 0,9762
3 266,4 14,778 0,9245
4 371,7 14,429 0,9671
5 322,4 16,017 0,9358
6 267,9 15,409 0,9775
7 354,0 21,647 0,9514
8 290,3 15,246 0,9252
9 295,8 10,348 0,9592
10 320,2 14,673 0,9145
11 253,3 13,928 0,9176
12 193,2 8,479 0,8710
13 382,0 8,573 0,9877
14 N/A N/A N/A
15 N/A N/A N/A
16 152,6 4,228 0,9981
17 267,4 14,815 0,9227
18 393,6 25,193 0,9746
19 N/A N/A N/A
20 N/A N/A N/A
21 253,8 15,550 0,9621
113
APPENDICE A. DATI ACCESSORI
Tabella A.5: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello Weibull per la
digestione 1.
Prova d b e R2
1 500,0 -0,562 2,372 0,9853
2 487,5 -0,723 2,738 0,9822
3 249,2 -2,430 2,171 0,9423
4 413,2 -1,088 2,083 0,9997
5 319,3 -1,845 2,314 0,9998
6 310,9 -0,961 2,156 0,9821
7 329,9 -1,598 2,383 0,9792
8 269,6 -2,414 2,228 0,9998
9 302,3 -1,714 1,917 0,9999
10 296,8 -2,598 2,269 0,9995
11 241,1 -2,363 2,217 0,9998
12 190,7 -3,090 1,986 0,9359
13 420,7 -1,081 1,569 0,9999
14 N/A N/A N/A N/A
15 N/A N/A N/A N/A
16 152,6 -2,253 1,135 0,9698
17 265,6 -1,810 2,215 0,9836
18 500,0 -0,717 2,663 0,9758
19 N/A N/A N/A N/A
20 N/A N/A N/A N/A
21 256,3 -1,523 2,196 0,9999
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Tabella A.6: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello Log-Logistico
per la digestione 1.
Prova d b e R2
1 500,0 -0,872 20,714 0,9846
2 361,0 -1,586 15,573 0,9799
3 244,4 -3,318 10,386 0,9649
4 383,8 -1,695 10,758 0,9998
5 305,9 -2,708 12,276 0,9913
6 267,3 -1,755 10,300 0,9884
7 303,7 -2,529 13,038 0,9907
8 265,7 -3,150 11,042 0,9999
9 295,6 -2,318 8,574 0,9999
10 292,6 -3,339 11,184 0,9999
11 238,4 -3,011 10,923 0,9902
12 176,0 62,717 70,903 0,9810
13 394,6 -1,720 6,433 0,9964
14 N/A N/A N/A N/A
15 N/A N/A N/A N/A
16 145,6 58,388 74,010 0,9891
17 253,7 -2,687 11,087 0,9862
18 376,8 -1,525 14,811 0,9804
19 N/A N/A N/A N/A
20 N/A N/A N/A N/A
21 182,8 100,000 100,000 -0,1764
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Tabella A.7: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello della Modied
Gompertz per la digestione 1.
Prova d cR mR cS mS R2
1 0,4686 -0,002 -0,014 0,366 1,278 0,9978
2 396,6 0,287 -1,212 0,038 0,050 0,9850
3 240,6 0,200 -1,035 771,600 117,200 0,9785
4 350,4 0,870 -2,313 0,129 0,353 0,9891
5 290,9 0,358 1,154 0,185 1,230 0,9942
6 23,3 0,001 0,002 0,135 0,401 0,9924
7 247,7 0,038 0,031 0,112 0,508 0,9965
8 259,8 0,272 26,400 0,263 26,530 0,9959
9 283,3 412,500 5036,000 0,205 0,795 0,9967
10 289,0 0,252 38,000 0,248 38,290 0,9945
11 574,8 0,001 0,000 0,168 0,751 0,9903
12 182,5 0,131 17,410 0,133 18,170 0,9833
13 370,8 662,800 435,700 0,196 0,490 0,9996
14 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
15 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
16 149,3 547,700 2702,000 0,512 2,801 0,9823
17 242,5 618,200 2530,000 0,192 1,072 0,9849
18 311,4 639,800 525,500 0,124 0,399 0,9852
19 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
20 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
21 232,6 2,106 -456,600 0,140 0,478 0,9980
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Tabella A.8: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello della
Regressione Asintotica per la digestione 2.
Reattore d e R2
1 278,9 9,775 0,9707
2 178,1 8,749 0,9935
3 238,9 10,160 0,9143
4 N/A N/A N/A
5 238,4 9,289 0,9744
6 339,0 16,728 0,9353
7 313,2 16,332 0,9282
8 232,9 8,945 0,9788
9 N/A N/A N/A
10 265,9 12,212 0,9537
11 282,2 11,595 0,9595
12 274,6 11,026 0,9600
13 209,7 8,066 0,9898
14 274,6 11,469 0,9606
15 N/A N/A N/A
16 309,6 10,436 0,9369
17 N/A N/A N/A
18 216,4 9,944 0,9932
19 247,4 8,452 0,9998
20 274,6 9,722 0,9762
21 N/A N/A N/A
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Tabella A.9: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello Weibull per la
digestione 2.
Prova d b e R2
1 342,3 -0,700 1,535 0,9999
2 220,3 -0,760 1,575 0,9812
3 500,0 -0,360 2,748 0,9820
4 N/A N/A N/A N/A
5 294,1 -0,707 1,516 0,9971
6 500,0 -0,479 2,404 0,9763
7 500,0 -0,439 2,559 0,9748
8 273,7 -0,762 1,415 0,9999
9 N/A N/A N/A N/A
10 379,6 -0,487 1,956 0,9951
11 405,0 -0,481 1,932 0,9919
12 406,0 -0,471 1,975 0,9841
13 196,7 12,212 13,309 0,9247
14 370,7 -0,534 1,774 0,9969
15 N/A N/A N/A N/A
16 500,0 -0,449 2,075 0,9852
17 N/A N/A N/A N/A
18 191,0 30,059 5,345 0,8858
19 281,8 -0,880 1,373 0,9998
20 326,6 -0,770 1,529 0,9999
21 N/A N/A N/A N/A
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Tabella A.10: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello Log-Logistico
per la digestione 2.
Prova d b e R2
1 317,3 -1,058 6,962 0,9999
2 197,0 -1,336 6,867 0,9878
3 500,0 -0,577 40,367 0,9734
4 N/A N/A N/A N/A
5 271,0 -1,075 6,675 0,9999
6 500,0 -0,768 24,018 0,9800
7 500,0 -0,713 28,967 0,9787
8 253,7 -1,166 6,051 0,9998
9 N/A N/A N/A N/A
10 333,7 -0,801 10,682 0,9917
11 352,6 -0,810 10,313 0,9879
12 349,5 -0,802 10,439 0,9823
13 233,3 -1,236 6,046 0,9860
14 331,6 -0,852 8,977 0,9999
15 N/A N/A N/A N/A
16 500,0 -0,637 18,097 0,9990
17 N/A N/A N/A N/A
18 243,2 -1,198 7,686 0,9937
19 265,8 -1,294 5,689 0,9998
20 304,1 -1,165 6,733 0,9998
21 N/A N/A N/A N/A
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Tabella A.11: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello della Modied
Gompertz per la digestione 2.
Prova d cR mR cS mS R2
1 300,3 0,486 -1,729 0,052 0,035 0,9999
2 180,3 0,889 -3,197 0,119 0,158 0,9954
3 385,2 0,411 -1,104 0,020 0,020 0,9939
4 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
5 255,2 0,587 -2,026 0,062 0,047 0,9965
6 490,2 0,437 -1,254 0,020 0,023 0,9944
7 473,5 0,444 -1,223 0,019 0,022 0,9939
8 238,5 0,623 -2,049 0,079 0,064 0,9960
9 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
10 275,7 0,560 -1,493 0,054 0,046 0,9970
11 291,1 0,691 -2,376 0,060 0,054 0,9964
12 285,5 0,722 -2,224 0,063 0,060 0,9909
13 213,6 0,852 -2,717 0,117 0,134 0,9945
14 280,8 0,660 -1,976 0,064 0,058 0,9985
15 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
16 399,9 0,502 -1,699 0,029 0,024 0,9952
17 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
18 218,5 0,883 -3,366 0,100 0,125 0,9985
19 278,7 0,454 -1,626 0,043 0,025 0,9938
20 287,6 0,520 -2,113 0,063 0,044 0,9999
21 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
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Tabella A.12: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello della
Regressione Asintotica per la digestione 3.
Reattore d e R2
1 201,30 8,779 0,9999
2 314,45 11,690 0,9998
3 238,32 13,480 0,9998
4 N/A N/A N/A
5 246,15 11,490 0,9998
6 N/A N/A N/A
7 213,41 9,065 0,9998
8 N/A N/A N/A
9 228,92 11,186 0,9998
10 N/A N/A N/A
11 250,40 13,180 0,9999
12 N/A N/A N/A
13 N/A N/A N/A
14 343,01 13,103 0,9999
15 N/A N/A N/A
16 187,80 8,061 0,9998
17 192,86 8,321 0,9999
18 N/A N/A N/A
19 N/A N/A N/A
20 N/A N/A N/A
21 N/A N/A N/A
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Tabella A.13: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello Weibull per
la digestione 3.
Prova d b e R2
1 215,38 -1,165 1,504 1,0000
2 330,96 -1,392 1,943 0,9999
3 271,67 -1,004 2,031 0,9947
4 N/A N/A N/A N/A
5 275,63 -1,059 1,866 0,9957
6 N/A N/A N/A N/A
7 239,58 -0,996 1,572 0,9999
8 N/A N/A N/A N/A
9 245,56 -1,244 1,853 0,9948
10 N/A N/A N/A N/A
11 311,48 -0,787 2,021 0,9999
12 N/A N/A N/A N/A
13 N/A N/A N/A N/A
14 369,87 -1,265 2,053 0,9964
15 N/A N/A N/A N/A
16 191,45 -1,843 1,747 1,0000
17 204,98 -1,268 1,547 0,9970
18 N/A N/A N/A N/A
19 N/A N/A N/A N/A
20 N/A N/A N/A N/A
21 N/A N/A N/A N/A
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Tabella A.14: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello Log-Logistico
per la digestione 3.
Prova d b e R2
1 208,94 -1,598 6,227 0,9999
2 320,19 -1,956 9,102 0,9948
3 256,40 -1,446 10,234 0,9999
4 N/A N/A N/A N/A
5 261,73 -1,535 8,770 0,9999
6 N/A N/A N/A N/A
7 229,30 -1,393 6,636 0,9998
8 N/A N/A N/A N/A
9 237,81 -1,697 8,498 0,9882
10 N/A N/A N/A N/A
11 285,45 -1,215 10,537 0,9999
12 N/A N/A N/A N/A
13 N/A N/A N/A N/A
14 348,61 -1,956 10,104 1,0000
15 N/A N/A N/A N/A
16 187,55 -2,446 7,114 0,9981
17 197,87 -1,839 6,393 0,9954
18 N/A N/A N/A N/A
19 N/A N/A N/A N/A
20 N/A N/A N/A N/A
21 N/A N/A N/A N/A
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Tabella A.15: Parametri cinetici per tutti i reattori estrapolati con il modello della Modied
Gompertz per la digestione 3.
Prova d cR mR cS mS R2
1 202,19 0,104 -0,099 0,776 7,851 0,9992
2 333,85 0,293 -1,475 0,042 0,022 0,9971
3 248,65 0,544 -6,625 0,057 0,053 0,9992
4 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
5 260,03 0,433 -3,068 0,052 0,038 0,9993
6 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
7 218,77 0,702 -5,364 0,088 0,082 0,9994
8 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
9 241,87 0,510 -5,432 0,054 0,040 0,9988
10 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
11 265,39 0,516 -3,602 0,053 0,047 0,9994
12 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
13 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
14 341,25 0,306 -1,318 0,078 0,079 0,9981
15 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
16 186,97 0,414 -2,711 0,115 0,085 0,9987
17 192,27 0,883 -10,000 0,135 0,179 0,9992
18 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
19 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
20 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
21 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
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Tabella A.16: Concentrazione di azoto ammoniacale, espresso come mg/l di NH+4 per la
digestione 2.
Sigla Reattore Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media [mg/l]
Inoculo iniziale 1982 1771 1816 1794
ANX 1 2327 3473 2287 2307
ANX 16 2486 2618 2552
ANX 19 2321 2678 2321
ANX 20 2507 2554 2507
A 3 2932 3460 2542 2542
A 6 1611 1762 1687
A 7 2592 2773 2683
A 15 2354 2354
ANX/AD 5 2628 2759 2694
ANX/AD 9 1810 1810
ANX/AD 11 1728 1824 1776
A/AD 8 1726 2143 1726
A/AD 10 1801 1770 1786
A/AD 12 1900 1818 1859
A/AD 14 1691 1778 1734
AD 2 1279 1383 1383
AD 13 1377 1402 1389
AD 18 1369 1309 1339
B 4 1468 1578 1523
B 17 1418 1398 1408
B 21 1542 1600 1571
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Tabella A.17: Concentrazione di azoto ammoniacale, espresso come mg/l di NH+4 per la
digestione 3.
Sigla Reattore Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media
Inoculo iniziale 1891 1782 1836
B5 8 543 550 546
B5 10 486 477 481
B5 13 509 451 480
B10 4 1036 1026 1031
B10 15 1004 965 984
B10 21 868 907 888
B20 6 2264 2156 1832 1832
B20 12 1895 1995 1945
B20 18 1617 1756 1687
ANX5 2 755 802 778
ANX5 14 815 835 825
ANX5 19 802 746 774
ANX10-IS1 3 1383 1432 1407
ANX10-IS1 9 1371 1406 1388
ANX10-IS1 20 1497 1489 1493
ANX10-IS2 1 1979 1943 1961
ANX10-IS2 7 2426 2506 2466
ANX10-IS2 17 2027 2653 2027
ANX20 5 2625 2854 2739
ANX20 11 2507 2435 2471
ANX20 16 2590 2669 2629
126
Appendice B
Datasheet Nannochloropsis Gaditana
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Appendice C
Analisi SEM Alga
Di seguito si riporta l’analisi qualitativa e semi quantitativa attraverso il microscopio SEM
di
• Ceneri del residuo dell’alga a 550°C;
• Ceneri dell’alga a 550°C;
• Ceneri dell’alga a 900°C.
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Appendice D
Listato Codici MATLAB®
Di seguito vengono riportati i seguenti codici:
1. File di elaborazione dei dati grezzi no alle curve di produzione di metano insieme
alla estrapolazione dei parametri cinetici dei modelli logistici;
2. File di analisi cinetica sulle curve di produzione di metano con il modello ad equazioni
dierenziali;
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